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JUSTIFICACIÓN DEL TRABAJO 

 

El tratamiento óptimo para los tumores óseos malignos incluye la realización de una 

cirugía con márgenes oncológicamente seguros, siendo este el principal factor local para 

controlar la enfermedad. Durante décadas, la amputación fue la única opción para 

resecar el tumor con márgenes seguros y ofrecer al paciente una menor posibilidad de 

recaída (1).  

 

La mejoría en las técnicas de imagen, una quimioterapia más efectiva, una mejor 

comprensión de la anatomía y un refinamiento de las técnicas quirúrgicas, junto al 

avance en el diseño de las prótesis y de los materiales, han contribuido a aumentar la 

supervivencia de los paciente en la última mitad del siglo XX, y a disminuir la morbilidad 

del tratamiento (2). 

 

Hoy en día, en aquellos pacientes en los que se debe realizar la resección de un tumor 

óseo maligno, la amputación ya no forma parte del tratamiento de primera elección, 

siendo la cirugía de salvamiento de la extremidad la opción más deseada, exigiendo al 

equipo médico técnicas reconstructivas de gran calidad. La amputación se reserva para 

casos donde el salvamiento de la extremidad compromete de manera significativa la 

vida del paciente (3,4). 

 

El concepto de Kawaguchi de "efectos de barrera" ha ayudado a los cirujanos a 

comprender mejor la evaluación de los márgenes de resección (5). Si bien nuestro 

esfuerzo es ofrecer el rescate de extremidades a la mayoría de nuestros pacientes, 

ciertos factores adversos hacen que estas cirugías sean más complejas. Los abordajes 

erróneos para realizar la biopsia, la afectación vascular o de un nervio motor, la infección 

preoperatoria y la poca funcionalidad tras la resección son obstáculos que pueden 

alterar los resultados y la supervivencia de nuestros pacientes, pese a que las técnicas 

en microcirugía han cambiado el paradigma de los principios de salvamiento de la 

extremidad (6). Por lo tanto, la recuperación de una extremidad requiere un enfoque 

multidisciplinario, bien coordinado, que incluya diversas especialidades. Los objetivos 
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de la reconstrucción de la extremidad después de la resección oncológica incluyen 

proporcionar una correcta estabilidad esquelética, una cobertura adecuada y permitir 

la terapia adyuvante.  

 

La técnica de resección tumoral más común para un osteosarcoma metafisario del fémur 

distal o la tibia proximal es la resección intraarticular de la parte distal del fémur, la parte 

proximal de la tibia o ambas. Sin embargo, la resección tumoral intercalar, con 

preservación de la epífisis, y por lo tanto, de la rodilla, es una alternativa en pacientes 

sin afectación tumoral intraartricular (7,8). Una de las principales indicaciones para este 

método es la respuesta clínica, anatomopatológica y de imagen del paciente a la 

quimioterapia neoadyuvante. Los aloinjertos intercalares de las extremidades inferiores 

pueden usarse para restaurar la continuidad ósea después de una resección tumoral o 

pérdida ósea. Estos aloinjertos intercalares son un método usado con frecuencia como 

reporta la literatura ya que nos permite restaurar el stock óseo sin necesidad de causar 

mayor morbilidad al paciente (9,10), preservando así la articulación nativa.  

 

Los injertos autólogos, pese a ser considerados como una de las mejores opciones a la 

hora de aportar tejido óseo, tienen numerosas desventajas, como son la morbilidad de 

la zona dadora, la cantidad limitada de tejido óseo y la necesidad de sacrificar 

estructuras sanas (11). Dicho injerto realiza la función de espaciador biológico que 

pretende ser integrado al huésped mediante la osteoconducción (12).  

 

Con los aloinjertos tenemos la ventaja de la disponibilidad del banco de tejidos y la 

ausencia de morbilidad de la zona dadora, ya que no requiere extraer tejido sano en el 

paciente, en contraposición al injerto autólogo. Sin embargo, el tiempo de integración 

es más prolongado y la capacidad osteoinductiva es menor a causa del procesado de los 

aloinjertos, donde se eliminan las células y se destruyen las proteínas para reducir la 

reacción inmunológica que produce sobre el huésped (12).  

Es por ese motivo que las complicaciones asociadas a esta técnica reconstructiva no son 

desdeñables, con una tasa de fracaso a largo plazo del 25% (13), y hasta un 60% de los 

pacientes puede llegar a tener alguna complicación (14). Si se analizan por separado, la 



 

15 
 

infección es una de la complicaciones más frecuentes y graves, que se ve favorecida por 

la poca penetración de los antibióticos como consecuencia de la escasa vascularización, 

donde las series reportan tasas de alrededor del 10% (15). Por lo que refiere a la tasa de 

pseudoartrosis varía según la publicación desde el 2% en los pacientes sin quimioterapia 

y zonas metafisarias, hasta el 30% en aquellos casos que se asocia a tratamiento 

adyuvante (16,17). Por último, hay que mencionar que la prevalencia de la fractura del 

aloinjerto según la serie varía entre el 7% y el 30% (16,18,19). 

Es por este motivo que la comunidad científica encuentra la necesidad de poder ofrecer 

a los pacientes una opción reconstructiva con mejores resultados, en especial a aquellos 

pacientes con una larga esperanza de vida. En las últimas décadas ha habido un interés 

creciente en los injertos vascularizados, describiendo técnicas novedosas. Fueron 

Capanna y cols. en la década de los 90, quienes describieron la combinación de un 

peroné vascularizado asociado a un aloinjerto convencional para aportar la actividad 

biológica de la cual carece este (20). Posteriormente se han ido describiendo nuevas 

opciones de reconstrucción biológica, como es el uso de un colgajo de periostio 

vascularizado (21–25). Nuestro propio grupo de investigación, ingeniería tisular y 

musculoesquelética, describió la revitalización del aloinjerto femoral asociado a un 

colgajo de periostio del cóndilo medial en un modelo animal en rata (26). Pero todas 

estas técnicas biológicas reconstructivas no están exentas de complicaciones y 

limitaciones, como son la morbilidad de la zona dadora y la propia restricción anatómica 

del individuo. 

Encontrados en este punto, decidimos colaborar con el IBEC (Institut de Biotecnologia 

de Catalunya) en un proyecto para poder encontrar un material no biológico que 

promoviera la integración del aloinjerto. Conociendo la amplia experiencia del grupo de 

Elisabeth Engel en este campo (27–29), se decidió usar nuestro modelo en rata por su 

facilidad de estabulación, coste económico, experiencia del personal investigador y 

traslación de los resultados a especímenes superiores. Finalmente, se optó por un 

producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra de ácido 

poliláctico con tal inducir la osteointegración del aloinjerto femoral en el modelo animal 

en rata.  
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INTRODUCCIÓN 

 

El hueso es uno de los pocos tejidos del ser humano que tiene la propiedad de regenerar, 

es decir, que es capaz de devolver las propiedades y funciones que tenía previas a una 

lesión, sin dejar tejido cicatricial como secuela. Pese a esto, en el mundo de la Cirugía 

Ortopédica y Traumatología los grandes defectos óseos siguen siendo un reto para el 

cirujano. Es en este punto donde los aloinjertos óseos aparecen en nuestra especialidad, 

jugando un papel fundamental en ciertos tratamientos reconstructivos, sobretodo en el 

ámbito de la cirugía tumoral osteoarticular (30). 

La rápida incorporación del injerto óseo es esencial para lograr la rigidez estructural 

necesaria para poder soportar las cargas a las que va a estar sometido. Además, una 

temprana incorporación a la deambulación y al ejercicio son esenciales para el proceso 

de recuperación (31).  

Aunque los aloinjertos son capaces de proporcionar un soporte estructural que sustituye 

al hueso resecado, dar longitud y volumen, restaurar la apariencia e incluso la función, 

este ha perdido las propiedades intrínsecas de un hueso vivo, siendo la osteointegración 

de dicho injerto intercalar mucho más dificultosa. Hoy en día, la literatura reporta tasas 

de complicaciones de hasta el 60% de los pacientes en algún momento durante los 10 

primeros años (14). El desarrollo de nuevos conocimientos sobre la regeneración ósea y 

nuevas terapias basadas en la ingeniería de los biomateriales pueden ayudar a acelerar 

la capacidad de integración de este aloinjerto al hueso sano adyacente, creando un 

enfoque nuevo en el mundo de la cirugía reconstructiva, con el objetivo principal de 

intentar disminuir la tasa de complicaciones, dando unos mejores resultados a nuestros 

pacientes (32–34).  

Todavía hay un universo por descubrir, y un amplio espectro de situaciones donde la 

estimulación de los sistemas de regenerado óseo tendrán un papel clave en la resolución 

del defecto óseo al que nos enfrentamos (35). 
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Tejido óseo 

El tejido óseo es uno de los elementos principales del sistema musculoesquelético, 

siendo sus principales funciones dar soporte al individuo y protección de órganos vitales. 

Además, actúa como un depósito de calcio, fosfato y otros iones, almacenándolos o 

liberándolos para mantener una concentración constante. Este es un subtipo 

especializado de tejido conjuntivo formado por células y material intercelular calcificado 

llamado matriz ósea. El sistema musculoesquelético es significativamente más complejo 

de lo que uno pude llegar a pensar tras el estudio de sus componentes por separado, 

mientras que el hueso y el músculo esquelético son los dos tejidos más abundantes 

dentro de este sistema, también incluye tendones, ligamentos, cartílagos, articulaciones 

y otros tejidos conectivos junto con tejidos vasculares y nerviosos. Debido a que la 

función principal de este sistema es la movilidad del individuo, la interacción mecánica 

entre los diferentes componentes es esencial. La comprensión de la interacción 

molecular y bioquímica entre los diversos tejidos del sistema musculoesquelético sigue 

siendo una fuente de investigación dentro de nuestra especialidad. Comprender los 

mecanismos celulares y moleculares responsables de la comunicación bioquímica del 

hueso es importante no solo desde una perspectiva de investigación básica, sino 

también como un medio para identificar nuevas terapias para el tratamiento de la 

patología de dicho tejido (36). 

Matriz orgánica 

La matriz orgánica representa un tercio del peso total del hueso de un individuo adulto, 

aportando alrededor del 30% del hueso deshidratado. A pesar de su resistencia a las 

presiones y de su dureza, es un tejido plástico que es capaz de remodelar y adaptar su 

estructura en función de las fuerzas a las que es sometido. 

 

La matriz ósea orgánica está formada por tejido conectivo compuesto por colágeno tipo 

I (90%) rodeado por una estructura de glucosaminoglucanos que contiene 

glucoproteínas especificas que fijan el calcio. El colágeno es sintetizado por los 

osteoblastos en forma de procolágeno, que una vez es secretado al espacio extracelular 

a través de las peptidasas se convierte en colágeno maduro. El colágeno no tiene 
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afinidad por el calcio por lo que son las otras proteínas no colágeno las que están 

implicadas en el depósito mineral. Sus valores de excreción urinaria están en relación 

directa con la tasa de reabsorción ósea.  

 

Las otras proteínas no colágeno representan el 10% de las proteínas totales del hueso. 

Hoy en día no se conocen todas las funciones de dichas proteínas, pero se sabe que 

juegan un papel en la regulación, mineralización y formación ósea. Esta composición 

proteica puede variar en función del hueso y características del individuo. La cantidad 

de agua presente en los huesos es un factor importante para determinar su 

comportamiento mecánico. Los lípidos también son necesarios para las funciones 

celulares y suponen un 2 % del hueso, además juegan un papel importante en la 

biomineralización (37–39). 

 

Matriz inorgánica 

La matriz inorgánica representa entre un 50-70% de la composición del hueso, donde 

encontramos minerales como calcio, magnesio y fosfato. Este subtipo de tejido 

conectivo contiene sales minerales y cristales de hidroxiapatita que confieren al hueso 

su rigidez característica y su resistencia funcional. Esta matriz contiene el 99% del calcio, 

80% del fósforo y el 50% del sodio del organismo. La hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2 es 

la formula principal de las sales minerales del hueso y representa el 99% del calcio 

corporal y el 80% del fósforo. A diferencia de la encontrada en su forma natural, 

contiene unos cristales de tamaño mucho menor, pobremente cristalizados, que son 

más solubles y facilitan el metabolismo. Esta hidroxiapatita es la formula cristalina que 

se deposita en la matriz orgánica para aportar la estructura al hueso. Cada cristal tiene 

forma de placa delgada y alargada, de 400 Å de grosor y 100 Å de ancho (Fig. 1). La 

relación relativa de calcio (Ca) y fósforo (P) puede variar mucho en distintas condiciones 

de alimentación; dicha relación Ca/P, en términos de masa, oscila entre 1.3 y 2.0 (40,41).  
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Figura 1: Cristales de hidroxiapatita Ca10(PO4)6(OH)2 (42). 

 

Componentes celulares 

Las células osteoprogenitoras se encuentran localizadas en la cara interna del periostio, 

revistiendo los conductos de Havers y en el endostio. Estas derivan del mesénquima 

embrionario, teniendo la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares: 

fibroblastos, osteoblastos, condroblastos, adipocitos y mioblastos. La célula madre 

mesenquimal se diferencia en función de múltiples factores del entorno que activan a 

los diversos genes específicos de cada linaje (43) (Fig. 2).  
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Figura 2. Línea de diferenciación de la célula osteoprogenitora. Se observa que de la 

misma célula pluripotencial derivan tanto los condrocitos como los osteocitos (43). 

 

Los osteoblastos son células cuboides que provienen de los pre-osteoblastos, que 

constituyen un paso intermedio tras diferenciarse de la célula mesenquimal. Estos 

sintetizan la parte orgánica de la matriz ósea y se originan a partir de precursores 

mesenquimales. Dichas células secretan colágeno de tipo I y otras proteínas no colágeno 

que forman parte de la matriz ósea y regulan el proceso de mineralización concentrando 

fosfato cálcico. Se encuentran en la superficie ósea, en una disposición en fila, similar a 

un epitelio simple. Cuando la matriz sintetizada se deposita alrededor de su cuerpo 

celular y de sus prolongaciones, los osteoblastos quedan aprisionados formándose así 

las lagunas y los canalículos, pasando a llamarse osteocitos (Fig. 3). 
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Los osteocitos se encuentran en cavidades o lagunas en el interior de la matriz, y estos 

están conectados entre ellos mediante los canalículos, a través de los cuales sus 

prolongaciones establecen contactos mediante uniones comunicantes que permiten el 

flujo de iones y moléculas, y la transducción de señales (Fig. 3).  

Por otro lado, nos encontramos a los osteoclastos, que son células gigantes, móviles y 

plurinucleadas que reabsorben el tejido óseo participando en los procesos de 

remodelación de los huesos. Las depresiones de matriz excavadas por los osteoclastos 

por acción enzimática se denominan Lagunas de Howship. Los osteoclastos tienen un 

origen hematopoyético y se originan a partir de precursores mononucleares de la 

médula ósea que, una vez unidos al tejido óseo, pasan a formar los osteoclastos 

plurinucleados (44,45) (Fig. 3). 

 

Figura 3. Células principales que se encuentran en el tejido óseo, su morfología y acción 

más relevante (46). 
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Los huesos están revestidos por membranas tanto en su superficie externa como en la 

interna, conociéndose con el nombre de periostio y endostio respectivamente. El 

periostio contiene principalmente fibras de colágeno, fibroblastos y células 

osteoprogenitoras. El endostio está formado por una capa de células osteogénicas 

aplanadas, que recubren la cavidad de los huesos esponjosos, el conducto medular y los 

conductos de Havers y Volkmann. Estas células progenitoras pueden diferenciarse hacia 

un fenotipo osteoblástico en respuesta a estímulos mecánicos que den lugar a señales 

osteoinductivas, formando parte de la red celular que regula la remodelación ósea (47) 

(Fig. 4).  

 

Figura 4. Organización de la estructura ósea. Se puede observar la osteona con su 

sistema circulatorio en el interior. Por la parte externa el hueso está recubierto de la 

capa llamada periostio  (37). 
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Formación del tejido óseo 

 

Se diferencian dos tipos de tejido óseo dependiendo de la organización de las fibras de 

que lo componen. El hueso reticular se produce en primer lugar por los osteoblastos, 

como por ejemplo en el proceso de osteoformación tras una fractura, y se caracteriza 

por contener colágeno desorganizado, aportando poca estabilidad mecánica. A medida 

que las fibras de colágeno se organizan de manera paralela, encontramos el hueso 

laminar, que aporta las características mecánicas necesarias para la función principal del 

tejido óseo.  

 

La formación ósea tiene lugar por dos tipos de procesos diferentes, la osificación 

intramembranosa y la osificación endocondral. La formación ósea de tipo 

intramembranosa comienza en el periodo fetal sobre un tejido conjuntivo fetal 

condensado rico en células, y continua a lo largo de la vida en el desarrollo de los huesos 

planos del cráneo, gran parte de los huesos de la cara y maxilar, partes de la mandíbula 

y la clavícula. Se desarrolla en una membrana de mesénquima muy vascularizada en 

dónde las células mesenquimales se diferencian a osteoblastos (a través de las células 

osteoprogenitoras), que comienzan a sintetizar matriz ósea. El tejido condroide es 

remodelado por la acción sucesiva de los osteoclastos y los osteoblastos que formarán 

el tejido óseo definitivo. La región de la membrana mesenquimal que no participa en el 

proceso de osificación permanecerá como el componente de tejido blando del hueso 

(periostio y endostio) (37,47).  

 

Sin embargo, la mayoría de los huesos presentan una formación ósea de tipo 

endocondral. Este tipo de osificación es más compleja y se realiza sobre un molde de 

cartílago hialino, el cual va siendo paulatinamente eliminado y sustituido por tejido 

óseo. En un primer momento aparece una cubierta de tejido óseo alrededor del modelo 

cartilaginoso y las células del pericondrio en la región media del modelo cartilaginoso 

dejan de producir condrocitos. En su lugar, se originan células formadoras de tejido óseo 

(osteoblastos) alrededor del modelo cartilaginoso en la porción de la diáfisis del hueso 

en desarrollo y se forma una cubierta distintiva de tejido óseo subperióstico, llamado 

collar óseo. Con el establecimiento del collar óseo subperióstico, los condrocitos en la 
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región media del modelo cartilaginoso se hipertrofian. A medida que los condrocitos 

aumentan de tamaño, la matriz cartilaginosa circundante se reabsorbe. Estas células 

comienzan a sintetizar fosfatasa alcalina; al mismo tiempo, la matriz cartilaginosa 

circundante se calcifica. Se va produciendo de manera paulatina la muerte de los 

condrocitos y gran parte de la matriz se degrada, formando así lagunas que van 

confluyendo para formar una cavidad cada vez más grande. Las células mesenquimales 

migran hacia la cavidad junto con los vasos sanguíneos proliferantes, y estas se 

diferencian en células osteoprogenitoras (Fig. 5).  

 

 
Figura 5. Modelo de formación ósea encondral, característica de los huesos largos del 

cuerpo, a través de un molde de cartílago se produce el proceso de sustitución por tejido 

óseo (49). 

 

Al mismo tiempo, las células madre hematopoyéticas también llegan a la cavidad a 

través del nuevo sistema vascular y abandonan la circulación para dar origen a la médula 

ósea que incluye todos los linajes de células sanguíneas. A medida que el cartílago 
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calcificado se degrada y se elimina parcialmente, quedan restos con el aspecto de 

espículas irregulares. Cuando las células osteoprogenitoras se adhieren en forma 

aposicional a las espículas residuales de cartílago calcificado, se convierten en 

osteoblastos y comienzan a sintetizar tejido óseo (osteoide) que se deposita sobre el 

armazón (37,48).  
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Remodelación ósea 

 

El tejido óseo está sometido a cambios durante toda la vida del individuo, el hueso está 

expuesto a procesos de remodelado que cambian dicho tejido como consecuencia de 

influencias mecánicas, hormonales, nutricionales o patológicas entre otras. La 

remodelación ósea involucra dos procesos que se dan de manera simultánea, la 

reabsorción de hueso por parte de los osteoclastos y la formación de hueso nuevo por 

parte de los osteoblastos (50).  

 

Factores mecánicos 

El mecanismo por el cual el hueso detecta y traduce los estímulos físicos, y cómo estas 

señales se traducen en señales biológicas y de expresión génica, no se conoce en su 

totalidad, aunque recientemente se ha avanzado en la investigación de dicho campo. El 

hueso es sensible a las señales mecánicas, por lo tanto, la masa esquelética y la 

morfología de los huesos se determinan en gran parte por su capacidad de adaptarse a 

los desafíos funcionales a los que se enfrenta.  Hoy en día se conoce que las células que 

forman el tejido óseo poseen mecanorreceptores que detectan el entorno mecánico, 

dando una respuesta biológica a las necesidades que son sometidas. Se conoce que, a 

través de mecanismos de apoptosis de los osteocitos inducidos por las fuerzas 

mecánicas, seguido de un proceso de reabsorción ósea, comporta una remodelación 

ósea acorde con los requerimientos físicos. También se ha demostrado que la carga 

mecánica estimula la transformación de las células del endostio en osteoblastos además 

de estimular factores de transcripción (51–54). 

 

Factores hormonales 

Calcitonina: La calcitonina es una hormona peptídica secretada por las células 

parafoliculares de la glándula tiroides, la cual interviene en la regulación de la 

concentración de calcio en sangre. A nivel local reduce la actividad osteoclástica y 

aumenta la excreción de calcio en orina con el fin de disminuir su concentración (55). 
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Paratohormona: Hoy en día quedan por resolver diversos aspectos del funcionamiento 

de la paratohormona (PTH), pero su principal rol es el de aumentar los valores 

plasmáticos de calcio. Este efecto lo realiza activando a los osteoblastos, los cuales 

liberan un factor RANKL que produce un aumento de la diferenciación osteoclástica. A 

nivel renal estimula la reabsorción de calcio en el túbulo distal e inhibe la de fósforo en 

el túbulo proximal. A parte, esta hormona juega un papel importante en el estímulo de 

la síntesis de calcitriol, derivado de la vitamina D con una acción biológica más potente 

(56,57).  

 

Calcitriol: Es la forma más activa de la vitamina D3 en la estimulación del transporte del 

Ca intestinal. En hueso, junto con la hormona paratiroidea, estimula la resorción del 

calcio, y en riñón incrementa la reabsorción tubular (Fig. 6) (58). 
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Figura 6. Metabolismo de la calcitonina, PTH y calcitriol, y sus interacciones con los 

órganos diana (59). 

 

Estrógenos: Es bien conocido el efecto que produce la caída de los niveles de estrógenos 

en la menopausia, este déficit incrementa la apoptosis de los osteocitos y osteoblastos, 

alterando la reparación de microfracturas. Sus efectos sobre las células óseas están 

mediados por dos clases de receptores estrogénicos expresados en citoplasma y núcleo: 

el receptor alfa, presente en osteoblastos y osteoclastos, y el receptor beta, expresado 

solo por los osteoblastos. El papel de los estrógenos es la inhibición del desarrollo de los 
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osteoclastos, favoreciendo su apoptosis por estímulo de la producción del factor de 

crecimiento tumoral beta (TGF-beta) por los osteoblastos, además de inhibir la 

producción de IL-6, el principal estímulo para la resorción (60–62).  

 

Los estrógenos tienen un efecto antirresortivo más potente que los andrógenos, tanto 

en hombres como en mujeres, y esto es debido a los diferentes efectos ejercidos sobre 

la producción de osteoprogeterina (OPG). Tanto in vivo como in vitro, los estrógenos 

estimulan la producción de OPG y suprimen la de RANKL, mientras que la testosterona 

inhibe ambas moléculas (63). 

 

Andrógenos: El efecto de los andrógenos (la testosterona, la androsterona y la 

androstenediona) consiste en estimular la proliferación osteoblástica, teniendo poco 

efecto sobre la inhibición de la resorción ósea. Estimulan la producción de factor de 

crecimiento transformador beta (TGF-beta) y el factor de crecimiento insulínico tipo 1 

(IGF-1), además de inhibir la interleucina 6 (IL-6) (64). 

 

Factor de crecimiento insulínico tipo 1: El IGF-1 es una hormona con una estructura 

similar a la insulina, se asemejan en un 50%, la cual es liberada por diversos tejidos. El 

hígado es el principal productor de dicha hormona (hasta el 90%) y esta es estimulada 

por la hormona del crecimiento (GH). El IGF-1 tiene un efecto anabolizante o de factor 

de crecimiento y juega un papel fundamental en el desarrollo fetal y puberal, actuando 

en múltiples células. A nivel óseo estimula la replicación de precursores osteoblásticos, 

su activación y la síntesis de la matriz y el colágeno, y ha demostrado inhibir su 

apoptosis in vitro (65,66). 

 

Interleucinas: Es conocido el efecto de diversas interleucinas a nivel de la remodelación 

ósea. La IL-1 es un factor activador de los osteoclastos maduros y la IL-3 estimula la 

diferenciación de los precursores de los osteoclastos. Por otro lado, las interleucinas 4, 

10 ,12 y 13 inhiben la formación y maduración osteoclástica. Es quizá la IL-6 la que juega 

un papel más determinante, estimulando a los precursores hematopoyéticos a 

diferenciarse en la línea osteoclástica. La IL-11 estimula la producción del RANKL por 

parte de los osteoblastos (67–70).  
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Factor de crecimiento transformador beta: El TGF-Beta es una citosina multifuncional 

implicada en procesos celulares como hematopoyesis, proliferación, angiogénesis, 

diferenciación, migración y apoptosis celular.  Este es sintetizado por diferentes tipos 

celulares incluyendo linfocitos, macrófagos, fibroblastos, miocitos, condrocitos, 

astrocitos, células epiteliales, células de riñón, células de placenta y plaquetas. El TGF-

Beta es una de las principales moléculas que intervienen en el proceso de remodelado, 

ya que inhibe la apoptosis osteoblástica e induce la apoptosis de los osteoclastos, 

además estimula la síntesis de OPG, por lo que se considera una señal crucial entre las 

células que mantienen el remodelado óseo (71–73).  

	
Proteína morfogenética ósea: La familia de las bone morphogenetic protein (BMP) juega 

un papel importante en multitud de procesos durante el desarrollo embrionario y la 

homeostasis del adulto al regular la diferenciación del linaje celular, la morfogénesis, la 

proliferación y la apoptosis de varios tipos de células en todo el cuerpo. Son péptidos de 

la familia del TGF-Beta cuya acción sobre receptores específicos estimula la 

diferenciación osteoblástica e induce la formación ósea durante el desarrollo 

esquelético. En el tejido adulto su función es mantener un aporte continuo de 

osteoblastos, y también se ha demostrado que pueden estimular la resorción ósea. 

También induce la diferenciación de células del tejido conectivo a células 

osteoprogenitoras (74). 

 

Leptina: La leptina es una hormona que se libera por parte del tejido adiposo, aunque 

no de manera exclusiva, y que juega un papel fundamental en la regulación del apetito, 

como efecto saciante a nivel del sistema nervioso central (Fig. 7). Últimamente se ha 

demostrado su efecto sobre el hueso, donde encontramos receptores para esta 

hormona en las células mesenquimales preosteoblásticas y osteoblastos maduros. Su 

efecto es anabólico ya que promueve la diferenciación osteoblástica, aumenta la síntesis 

de proteínas de la matriz y reduce su apoptosis. Disminuye también la función 

osteoclástica por aumento de OPG y descenso de RANKL (75,76).  
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Figura 7. Acciones de la leptina para regular la ingesta de alimentos y el gasto energético. 

La leptina inhibe AGRP / NPY, proteínas que estimulan el apetito, y activa las neuronas 

POMC / CART en el núcleo arqueado del hipotálamo. Estas neuronas a su vez actúan 

sobre las neuronas paraventriculares para aumentar o disminuir la ingesta de alimentos, 

así como para modular la actividad simpática y el gasto de energía a través del núcleo 

del tracto solitario. La señalización de leptina en el hipotálamo también activa otros ejes 

hipotalámicos-hipofisarios-periféricos, que también tienen consecuencias en el 

metabolismo óseo (76). 

 

Sistema OPG/RANK/RANKL 

La función del sistema OPG/RANK/RANKL es la interacción entre diferentes miembros 

de la unidad básica multicelular, que consiste en el conjunto de osteoclastos y 

osteoblastos que interaccionan sobre la misma superficie ósea. Este induce la 

diferenciación y activación celular, y regula el equilibrio del ciclo del remodelado óseo 

(77). El receptor activador de factor nuclear κB (RANK) es una proteína transmembrana 

que forma parte de la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF) y 
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se expresa en la membrana de los osteoclastos; pero también está presente en la 

superficie de linfocitos B y T, fibroblastos y células dendríticas. El ligando del receptor 

activador del factor nuclear κB (RANKL) es una proteína transmembrana expresada por 

osteoblastos y células mesenquimales y al igual que el receptor, pertenece a la 

superfamilia del TNF. La osteoprotegerina, conocida como factor inhibidor de la 

diferenciación de osteoclastos, es una proteína secretada por los osteoblastos y células 

estromales de la médula ósea. La unión del RANKL a su receptor (RANK) promueve la 

activación de la vía de señalización intracelular NF-κB y, como resultado, genera la 

diferenciación de los preosteoclastos en osteoclastos maduros, facilitando la resorción 

de hueso.  

 

El RANKL es el factor crítico para la diferenciación osteoclástica, y en presencia del factor 

estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF) se une a RANK y promueve la 

diferenciación, activación y supervivencia de los osteoclastos, así como su adherencia a 

la superficie ósea. La OPG presenta una alta actividad protectora de tejido óseo debido 

a su función de “bloquear” el RANKL, evitando la unión RANK/RANKL e inhibiendo la 

diferenciación de preosteoclastos a osteoclastos maduros. La OPG se une al ligando del 

receptor activador del factor nuclear kappa B neutralizando su acción, y de esta manera 

inhibe la osteoclastogénesis. En resumen, los preosteoblastos y osteoblastos maduros 

expresan RANKL, que se une a RANK expresado en la superficie de los precursores de 

osteoclastos, y favorece la diferenciación de precursores hacia la formación de 

osteoclastos maduros. Por contrapartida, la OPG se une a RANKL, al que neutraliza, y 

como resultado inhibe la osteoclastogénesis y la actividad osteoclástica, a la vez que 

induce la apoptosis de los osteoclastos (Fig. 8) (77–79).  
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Figura 8. Esquema gráfico del funcionamiento del sistema OPG/RANK/RANKL (79). 
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Regeneración ósea 

 

A nivel óseo cuando se produce un daño tisular la capacidad de regeneración es limitada 

pese a que es un tejido con capacidad de regenerar, es decir, es capaz de volver a su 

estado natural sin dejar un tejido cicatricial. Es por ello que se deben diferenciar dos 

términos, por un lado, encontramos la regeneración, que devuelve al tejido sus 

propiedades iniciales. Y, por otro lado, la reparación donde el tejido no conserva su 

arquitectura original ni su función, por lo que sus propiedades físicas y mecánicas son 

inferiores a las del tejido original, lo que se conoce como cicatrización.  

 

En el mundo de la Cirugía Ortopédica y Traumatología es frecuente encontrar 

situaciones donde el paciente presenta una pérdida del stock óseo, ya sea debido a un 

traumatismo, tumor o proceso infeccioso, donde el cirujano, con el fin de devolver la 

funcionalidad y el soporte estructural recurre a múltiples técnicas para regenerar o 

sustituir el tejido óseo carente (80,81). 

 

Como hemos comentado, el hueso posee la capacidad intrínseca de regenerarse 

mediante diversos mecanismos que se pueden observar durante el proceso de curación 

de una fractura, así como durante el desarrollo esquelético o la remodelación a lo largo 

de la vida adulta. La regeneración ósea se compone de una serie de eventos biológicos, 

que involucran varios tipos de células y vías de señalización molecular intracelular y 

extracelular, con una secuencia temporal y espacial, en un esfuerzo por recuperar la 

función esquelética (82).  

 

A diferencia de otros tejidos, la mayoría de las lesiones óseas (fracturas) se curan sin la 

formación de tejido cicatricial, y el hueso se regenera con sus propiedades 

preexistentes, siendo indistinguible del hueso adyacente no lesionado. Cuando esto no 

es posible, se intenta solventar el defecto existente mediante un sustitutivo óseo, ya sea 

biológico o no. 

 

 

El sustituto óseo ideal debería cumplir estas características: 
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Osteointegración: es la capacidad de unirse al hueso sin formar una capa intermedia de 

tejido fibroso, es decir, de consolidar.  

 

Osteoconducción: es la capacidad de proporcionar la estructura o matriz física 

apropiada para favorecer el crecimiento del tejido óseo, actuando a modo de guía para 

las células.  

 

Osteoinducción: es la capacidad de inducir la diferenciación de células pluripotenciales 

hacia osteoblastos, mediante factores estimulantes locales que facilitan la 

diferenciación celular.  

 

Osteogénesis: es la capacidad que poseen las células osteogénicas vivas de establecer 

centros de osificación.  

 

La mayoría de las estrategias actuales para la regeneración ósea tienen unos resultados 

relativamente satisfactorios. Sin embargo, existen inconvenientes y limitaciones 

asociados a su uso y disponibilidad. Además, en la actualidad no hay sustitutos óseos 

sintéticos disponibles que tengan propiedades biológicas o mecánicas superiores o 

similares al hueso.  

 

Durante las dos últimas décadas se han realizado avances en biología celular y molecular 

que han permitido analizar de manera detallada diversos aspectos histológicos, 

identificar perfiles transcripcionales de los genes y proteínas involucradas en el proceso 

de regeneración ósea y reparación de fracturas, y el desarrollo de animales transgénicos 

para explorar el papel de una serie de genes expresados durante la reparación ósea, y 

sus patrones de expresión (83). Sin embargo, el concepto básico para manejar todas las 

situaciones clínicas que requieren un proceso de regenerado óseo, particularmente los 

casos complejos, sigue siendo el mismo. Las estrategias de tratamiento deben abordar 

conceptos clásicos que no deben ser olvidados como la osteoconducción, los factores 

osteoinductores, las células osteogénicas y la estabilidad mecánica (84). 
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Con el fin de esclarecer como está el tema de la regeneración ósea hoy en día, y cuales 

son los métodos que más comúnmente se utilizan, dividiremos en grupos según las 

diferentes técnicas de reconstrucción. 

 

Técnica de osteogénesis a distracción 

La osteogénesis a distracción es un término utilizado para describir la producción de 

hueso entre las dos superficies de una corticotomía, experimentando una distracción 

gradual, es decir, hace referencia a aquella técnica de regeneración ósea que se basa en 

una distracción progresiva del callo óseo de fractura. Dentro del amplio grupo de la 

osteogénesis a distracción, el transporte óseo es una de las técnicas más utilizadas. Esta 

se lleva a cabo a través de la movilización de un fragmento óseo a lo largo del defecto 

remanente, creando hueso regenerado en la zona de la corticotomía previa. 

Normalmente se realiza mediante un fijador externo, ya sea monolateral o circular, pese 

a que en los últimos años está en boga el uso de un clavo endomedular guiado (Fig. 9). 

 

 
Figura 9. Técnica de osteogénesis a distracción mediante transporte óseo guiado por un 

fijador externo circular (Imagen cedida por el Dr. Corona, Hospital Universitario Vall 

d’Hebron).  
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En términos generales, la técnica consiste en un periodo de latencia de la corticotomía 

que va desde los 7-15 días aproximadamente, donde se organiza un callo de fractura 

(Fig. 10). Posteriormente se inicia la distracción de dicho callo a una velocidad de 1mm 

al día, dependiendo del paciente puede variar en función de su capacidad biológica. Y, 

por último, una fase de consolidación de lo que se conoce como punto de atraque y del 

regenerado óseo. La zona de crecimiento central se va osificando gradualmente, células 

similares a los fibroblastos se vuelven metabólicamente activas y secretan colágeno. El 

colágeno forma fibras que se alinean paralelamente a la fuerza de distracción. La 

actividad de osteoblastos da como resultado la formación de hueso osteoide. Los 

tiempos de curación varían en función de muchos factores, como son la edad y biología 

del propio paciente, comorbilidades y defecto óseo a regenerar (85–89). 

 

 
Figura 10. Transporte óseo tibial en un defecto masivo tras resección de una 

osteomielitis de tibia distal, donde se aprecia el regenerado que se va formando, 

llegando a producir un hueso con las mismas características que el nativo del paciente. 

(Imagen cedida por el Dr. Corona, Hospital Universitario Vall d’Hebron). 
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Técnica de Masquelet o membrana inducida 

Esta técnica es una combinación de dos procesos quirúrgicos separados en el tiempo, 

donde en una primera fase se procede a la formación de una pseudomembrana a través 

de la inserción de un espaciador de cemento de polimetilmetacrilato para ocupar el 

espacio del defecto óseo remanente, dar estabilidad mecánica y evitar la invasión del 

espacio por tejido fibroso (Fig. 11).  

 

 

Figura 11. Membrana inducida formada a través de la técnica de Masquelet mediante 

un espaciador de cemento de polimetilmetacrilato (95). 
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Tras unas semanas, en las que se espera a que la biología forme dicha pseudomembrana, 

se lleva a cabo la segunda fase, donde se retira el espaciador con el objetivo de preservar 

la membrana formada y rellenar el defecto con autoinjerto esponjoso (90). El principio 

biológico en el que se sustenta esta técnica es la vascularización de la membrana 

formada que favorece la corticalización del injerto a la vez que lo protege de la 

reabsorción.  La pseudomembrana también aporta grandes concentraciones de factor 

de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y de TGF-Beta (91). Las ventajas con las que 

cuenta esta técnica quirúrgica son un menor tiempo de intervención, no ser una técnica 

particularmente demandante y que el periodo de curación es independiente al defecto 

óseo. Como desventaja, está limitada por el volumen de autoinjerto que se pueda 

extraer, pese a que técnicas como el sistema RIA (sistema de fresado-irrigación-

aspiración) han aportado cantidades superiores a la técnica clásica de cresta ilíaca (92–

94). 

 

 

Injertos óseos 

Autoinjerto: Considerado como el gold standard, combina todas las propiedades que un 

injerto óseo pueda tener: osteointegración (es capaz de integrarse en el propio hueso), 

osteoinducción (posee proteínas morfogenéticas óseas y otros factores de crecimiento), 

osteogénesis (células osteoprogenitoras) y osteoconducción (guía estructural).  

Dentro del grupo de los autoinjertos o injertos autólogos encontramos una gran 

variedad de tipos o procedimientos por los cuales se pueden obtener, siendo las crestas 

ilíacas de la pelvis el sitio donante más utilizado, pero cabe recordar que se puede 

obtener autoinjerto de múltiples huesos. Recientemente, con la introducción al 

mercado del sistema RIA (fresado-irrigación-aspiración), se obtiene del canal 

endomedular un gran volumen de injerto óseo autólogo (Fig. 12).  

 

Otro grupo de autoinjertos que se pueden englobar dentro de este apartado serían las 

técnicas microquirúrgicas, donde cirujanos expertos en este campo son capaces de 

injertar segmentos óseos vascularizados con el fin de cubrir el defecto óseo remanente, 

como es el caso del peroné vascularizado (Fig. 13), cresta ilíaca, costilla o escápula. Su 

principal indicación es la reconstrucción de defectos intercalares en la extremidad 
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superior o bien en la inferior en niños. Otra opción que aportan este tipo de autoinjertos 

son los colgajos quiméricos, que aportan piel o músculo a parte del asociado óseo, con 

lo cual se pueden cubrir defectos de partes blandas que se asocian en defectos óseos. 

El principal inconveniente de estas técnicas es la morbilidad que se le causa al paciente, 

ya que se le realiza una cirugía en la zona donante con sus posibles complicaciones y 

secuelas asociadas (96–100).  

 

El autoinjerto, al ser el propio tejido del paciente, es histocompatible y no 

inmunogénico, lo que reduce al mínimo la probabilidad de inmunoreacciones y la 

transmisión de infecciones. Sin embargo, requiere un procedimiento quirúrgico 

adicional, con sus posibles complicaciones y molestias para el paciente, y tiene como 

desventajas que el volumen que podemos extraer es limitado, así como unos costos 

sustanciales (22,92,101–103). 

 

 
Figura 12. Sistema RIA (fresado-irrigación-aspiración) (92). 
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Figura 13. Imagen clínica de un paciente que se sometió a la reconstrucción de un 

defecto óseo femoral tras un accidente de tráfico mediante un peroné vascularizado. En 

las imágenes superiores se observa el defecto masivo femoral estabilizado mediante un 
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espaciador temporal de cemento con antibiótico. En las dos imágenes inferiores 

podemos observar la resolución del caso en sus primeras semanas postoperatorias, se 

decidió realizar un peroné vascularizado dada la edad del paciente. (Imagen cedida por 

el Dr. Corona, Hospital Universitario Vall d’Hebron). 

 

Aloinjerto: Es una alternativa al autoinjerto, muy utilizada en el campo de la Cirugía 

Ortopédica y Traumatología. Este se obtiene de cadáveres humanos o donantes vivos, 

es decir, de un donante de la misma especie con diferente genotipo, que evita los 

problemas asociados con la obtención y la cantidad de material que podemos disponer. 

El hueso alogénico está disponible en muchas preparaciones, donde encontramos desde 

la matriz ósea desmineralizada (DBM), las virutas de esponjosa, los injertos 

corticoesponjosos y corticales, y de huesos enteros (Fig. 14), según los requisitos del 

sitio receptor.  

 

 
Figura 14. Aloinjerto intercalar para solventar un defecto femoral masivo tras la 

resección de un osteosarcoma de fémur distal en un paciente de 9 años de edad. En la 

imagen de la izquierda se observa al paciente en el postoperatorio, donde todavía 

presenta un injerto intercalar no integrado. En la siguiente imagen (derecha) se puede 

observar la integración de dicho injerto. (Imagen cedida por el Dr. Vélez, Hospital 

Universitario Vall d’Hebron). 
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Sus propiedades biológicas varían, pero en general poseen pocas propiedades 

osteoinductoras y no deberían contener ningún componente celular, porque los injertos 

de donantes se desvitalizan mediante irradiación o liofilización. Conservan las 

propiedades osteoconductoras y pesar de que las muestras son tratadas, pueden 

presentar problemas de inmunogenicidad, posibilidad de transmisión de infección y no 

están absentas de costos (35,104). Dentro de este apartado, se podría hablar de una 

técnica quirúrgica que combina las propiedades de los autoinjertos con los aloinjertos, 

descrita por Capanna y sus colaboradores, pese a que no es un aloinjerto exclusivo (Fig. 

15) (20).  

 

 
Figura 15. Radiografías preoperatorias de un paciente diagnosticado de un 

adamantinoma tibial (A, B). Imagen intraoperatoria de la resección del tumor para la 
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posterior reconstrucción mediante la técnica de Capanna (C). El defecto óseo se trató 

combinando un peroné vascularizado libre (D) y un aloinjerto óseo masivo (E). 

Radiografías postoperatorias inmediatas (F, G) y del seguimiento a los 2 años, donde 

podemos observar una consolidación del peroné autólogo y del aloinjerto (H, I) (105). 

 

Esta técnica se basa en el uso de un aloinjerto óseo intercalar combinado con la técnica 

del peroné vascularizado, donde se coloca en el canal endomedular del aloinjerto, con 

el fin de disminuir las complicaciones de los injertos intercalares, como son la falta de 

integración o reabsorción. 

 

Xenoinjerto: Es el injerto que proviene de una especie distinta al receptor. Por lo tanto, 

este tipo de injerto presenta mayores problemas de antigenicidad. Naturalmente, 

requiere un mayor procesamiento con tal de evitar dichos problemas, lo que nos da un 

menor número de propiedades. Los xenoinjertos generalmente sólo se distribuyen 

como una matriz calcificada, procedentes de múltiples especies que van desde el origen 

bovino al coral. La función principal de este material es la de ocupar el espacio del 

defecto, ya que solo poseen capacidad osteoconductora. 

 

El xenoinjerto óseo más utilizado en Cirugía Ortopédica es el de base bovina. El más 

común de todos es el bovino (Bio-Oss®), que durante el proceso de fabricación es 

sometido a una desproteinización y esterilización. Este proceso elimina la matriz 

orgánica sin alterar los microtúneles existentes entre los cristales de apatita. Está 

compuesto por una apatita carbonatada deficiente en calcio que presenta propiedades 

químicas, morfológicas y ultraestructurales parecidas al hueso humano, por lo que 

obtenemos una matriz mineral remanente.  

 

Los xenoinjertos a base de coral son principalmente carbonato de calcio. El material de 

coral se transforma industrialmente en hidroxiapatita a través de un proceso 

hidrotérmico, dando lugar a un xenoinjerto no reabsorbible. O simplemente se omite el 

proceso, y el material coralino permanece en su estado de carbonato de calcio para una 

mejor reabsorción del injerto por el hueso natural. El xenoinjerto de coral se satura con 

geles y soluciones que mejoran el crecimiento óseo. 
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Algunos de los productos a base de coral disponibles son Interporeâ y Pro-osteonâ 

(Interpore International, Inc., Irvine, CA), así como los productos bovinos como el Bio-

Ossâ (Geistlich Biomaterials, Geistlich, Suiza) (Fig. 16), Osteograf-Nâ (CeraMed Co., 

Denver, CO) y Endobonâ (Merck Co., Darmstadt, Alemania).  

 

Las ventajas son la fácil disponibilidad, la osteoconductividad, las buenas propiedades 

mecánicas y los bajos costos. Este tipo de injerto ha tenido un mayor uso en el campo 

de la odontología (101,106,107). 

 

 

Figura 16. Aumentación de autoinjerto con xenoinjerto comercial Bio-Ossâ (Geistlich 

Biomaterials, Geistlich, Suiza) (108). 

 

Ingeniería tisular 

La ingeniería tisular es una estrategia que nace con el objetivo de generar nuevos tejidos 

funcionales impulsados por células, en lugar de sólo implantar estructuras acelulares. 

Combinando los principios de la cirugía ortopédica con el conocimiento de la biología, 

la física, la ciencia de los materiales y la ingeniería, su aplicación clínica ofrece un gran 

potencial. En esencia, la ingeniería tisular combina células progenitoras, como las 
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mesenchymal stem cell (MSC) o las células maduras (para osteogénesis) sembradas en 

injertos o estructuras biocompatibles, idealmente en estructuras tridimensionales 

similares a tejidos. En la actualidad, los injertos compuestos disponibles incluyen 

andamios sintéticos óseos combinados con aspirados de médula ósea o factores de 

crecimiento (BMP), que proporcionan una alternativa competitiva al injerto óseo 

autólogo (109–111). 

 

Se han logrado avances técnicos en el campo de la ingeniería tisular durante la última 

década, especialmente con la mayor comprensión de la curación ósea a nivel molecular 

y celular. Esto es fruto de los numerosos estudios que se han producido en este campo, 

sobretodo en el estudio del defecto óseo como tema principal. Pese a que son estudios 

heterogéneos, presentan unos resultados prometedores (110,112,113). Estamos en el 

inicio de una nueva forma de entender la medicina, y aún se deben resolver múltiples 

preguntas que desconocemos.  

 

Factores de crecimiento: Se han identificado varias moléculas clave que regulan el 

proceso de regeneración ósea, las cuales están siendo investigadas o utilizadas a nivel 

clínico para mejorar la reparación ósea.  

 

De estas moléculas, las proteínas morfogenéticas óseas han sido las más estudiadas, ya 

que son potentes factores osteoinductores. Estas inducen la mitogénesis de las células 

madre mesenquimales  y su diferenciación hacia los osteoblastos. Las BMP es el nombre 

genérico para las proteínas específicas extraídas de la matriz ósea. Estas proteínas 

forman parte del factor de crecimiento transformante beta y las más estudiadas son 

BMP-2, BMP-3, BMP-4 y BMP-7. Como mecanismo de función, la BMP-2 se une al 

receptor BMP (BMPr) y participa en la regulación de la expresión del gen Runx2 que 

resulta fundamental en la actividad de osteoblastogénesis. Estas moléculas se han 

utilizado en una variedad de patologías que incluyen fracturas abiertas, pseudoartrosis, 

necrosis ósea y defectos óseos críticos (74,114–116).  

 

También se están investigando otros factores de crecimiento, además de las BMP, que 

están implicados en la regeneración ósea. Entre ellos destacan el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas, el factor de crecimiento transformante-β, el factor de 

crecimiento insulínico-1, el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor de 

crecimiento de los fibroblastos. Un enfoque actual para mejorar la regeneración ósea es 

la aplicación local de factores de crecimiento mediante el uso de plasma rico en 

plaquetas, que consiste en aplicar un volumen de la fracción plasmática de sangre 

autóloga con concentraciones elevadas de plaquetas y factores de crecimiento. 

 

Sin embargo, existen varios problemas sobre su uso, incluida la seguridad (debido a las 

concentraciones suprafisiológicas de los factores de crecimiento necesarios para 

obtener los efectos osteoinductores deseados), el alto costo del tratamiento y el 

potencial de formación de hueso ectópico. Es necesario investigar más a fondo varias 

cuestiones, como la dosis óptima y la concentración sostenida y biológicamente 

adecuada en el sitio de regeneración ósea, así como la combinación con otros factores 

de crecimiento que han mostrado resultados prometedores en la investigación clínica 

(117,118). 

 

Células madre mesenquimales: Un suministro adecuado de células mesenquimales es 

fundamental para la regeneración ósea (Fig. 17). En la actualidad se pueden administrar 

células osteogénicas directamente en el sitio de regeneración, previo aspirado de 

médula ósea de la cresta ilíaca, que también contiene factores de crecimiento. Sin 

embargo, la concentración y la calidad de las MSC pueden variar significativamente, 

dependiendo del individuo, los sitios de aspiración y las técnicas utilizadas (Fig. 18). Hoy 

en día se intenta avanzar en este campo a través de la recolección de células, expansión 

in vitro y posterior implantación, porque la expansión in vitro puede generar una gran 

cantidad de células progenitoras, controlando de manera más efectiva el producto que 

se administra al paciente. Las fuentes alternativas de células, que son menos invasivas, 

como la sangre periférica y las células progenitoras mesenquimales de la grasa o el 

músculo también se están investigando. Sin embargo, la utilidad de las MSC derivadas 

de grasa para aplicaciones de regeneración ósea es discutible, ya que algunos estudios 

demuestran que son inferiores a las MSC derivadas de médula ósea en modelos 

animales. Todavía falta mucho por descubrir en el mundo de las MSC y su implicación 
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en la reparación ósea, en gran parte debido a la falta de estudios sobre la biología de las 

MSC in vivo en el entorno de fracturas (35,119–122). 

 

 
Figura 17. Las células madre mesenquimales de médula ósea son células 

pluripotenciales. Las MSC pueden diferenciarse o especializarse en células cartilaginosas 

(condrocitos), células óseas (osteoblastos) y células grasas (adipocitos). Cada uno de 

estos tipos de células especializadas tienen su forma, estructura y función 

características, y pertenecen a un tejido en particular (123).  
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Figura 18. Técnica estéril de aspirado de células mesenquimales en cresta ilíaca (124). 

 

Plasma rico en plaquetas (PRP): Las plaquetas sanguíneas se recogen fácilmente de la 

sangre y representan una fuente valiosa de factores de crecimiento, como son el factor 

de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de crecimiento insulínico y el factor de 

crecimiento transformante. El plasma rico en plaquetas se obtiene mediante la 

concentración de plaquetas sanguíneas autólogas a través de un proceso de 

centrifugación. El PRP demostró tener propiedades quimiotácticas y mitogénicas para 

los osteoblastos y fibroblastos in vitro, para estimular la síntesis de los fibroblastos 

mejorando así la formación ósea. En contrapartida, ciertos estudios publicados ponen 

en duda el efecto sobre la consolidación y la regeneración ósea, explicando un efecto 

inhibidor paradójico sobre BMP-2 a altas concentraciones. De hecho, actualmente el 

PRP no está validado como un sustituto óseo independiente (117,125–128). 

 

Biomateriales 

Los biomateriales, pese a que carecen de propiedades osteogénicas, ya se usan 

ampliamente en la práctica clínica para la osteoconducción. Actualmente hay disponible 

una gran cantidad de sustitutos óseos sintéticos, como la hidroxiapatita, el fosfato 

cálcico, el sulfato cálcico, etc. (Fig. 19). Estos se están utilizando como complementos o 

alternativas a los injertos óseos autólogos, ya que promueven la regeneración ósea. 
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Especialmente en los grandes defectos óseos, donde hay una gran demanda de injerto, 

estos productos sintéticos se pueden usar en combinación con injerto óseo autólogo, 

factores de crecimiento o células. Además, también hay sustratos osteoconductores no 

biológicos, como los metales biocompatibles, que carecen de inmunogenicidad (129). 

Se están realizando investigaciones para mejorar las propiedades mecánicas y la 

biocompatibilidad de los diferentes sustitutos óseos, para promover la adhesión, el 

crecimiento y la diferenciación de los osteoblastos, y para permitir el crecimiento 

vascular y la formación de tejido óseo. Durante la última década se han creado 

estructuras porosas tridimensionales biodegradables y bioactivas, así como sustitutos 

porosos biohíbridos magnéticos que actúan como un agente de reticulación del 

colágeno guiado por un campo magnético externo o inyectables para una aplicación más 

fácil (130,131). 

 

 
Figura 19. Esquema de los principales tipos de biomateriales utilizados en la práctica 
clínica. 

 

BIOMATERIALES
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Cerámicas: En general, los sustitutos óseos de cerámica están formados a base de calcio, 

una mezcla de hidroxiapatita (HA) y fosfato tricálcico (FTC), la fase amorfa de la HA. La 

HA es una sustancia relativamente inerte que se retiene "in vivo" durante períodos 

prolongados de tiempo, mientras que el FTC, más poroso, sufre una biodegradación en 

6 semanas desde su introducción en el área de formación ósea. La HA tiene una 

resistencia mecánica muy alta, mientras que el FTC tiene malas cualidades mecánicas. 

En el mercado se suelen encontrar bases de un fosfato de calcio bifásico, que combina 

un 40-60% de FTC con un 60-40% de HA, que tienen un mejor equilibrio fisiológico entre 

el soporte mecánico y la resorción ósea. Las cerámicas son ampliamente conocidas y se 

ha demostrado su seguridad y efectividad en el mundo de la sustitución ósea. La forma 

de presentación es múltiple, encontramos bloques, gránulos y kits inyectables. La 

macroporosidad de aproximadamente 100–400 µ y la porosidad interconectada son 

necesarias para el crecimiento óseo. La resistencia será variable en función de la 

concentración de HA y FTC, siendo inferior a la resistencia a la compresión del hueso 

cortical, y este es uno de los principales límites de los biomateriales a base de cerámica 

(106,132). 

 

- Hidroxiapatita y fosfato tricálcico: La hidroxiapatita es la forma cristalina (Fig. 20) 

del fosfato tricálcico, siendo el principal componente mineral de los dientes y los 

huesos. Durante las últimas décadas se ha popularizado su uso en la cirugía 

maxilofacial y ortopédica, con la función de sustituto óseo. La cerámica de HA 

viene en forma natural y sintética. Pese a que la cantidad de hidroxiapatita que 

compone los huesos es elevada, aproximadamente un 70%, la que nos 

encontramos de forma natural puede reemplazar su grupo hidroxilo o fosfato 

por carbonato, silicio y magnesio, entre otros iones. Las últimas investigaciones 

están encaminadas a producir materiales con dichos iones para que se asemeje 

más al contenido mineral del hueso nativo, mejorando la bioactividad y la 

osteoconducción. En el mundo de la traumatología, los sustitutos óseos de HA-

FTC se usan de manera habitual en los defectos óseos humeral y de tibia proximal 

(131,133,134).  
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Figura 20. Cristal de cerámica de hidroxiapatita (135). 

 

- Cementos de fosfato de calcio: Los cementos de fosfato de calcio son sustitutos 

óseos sintéticos que fueron inventados en la década de los 80 con la intención 

de solventar problemas en el mundo de la cirugía oral. Normalmente se 

presentan como un polvo blanco, compuesto por fosfato de calcio, que cuando 

se mezcla con un líquido forma una pasta que puede moldearse durante la 

cirugía para adaptarse a los contornos de la pérdida ósea. Los cementos se 

endurecen en un tiempo determinado, aproximadamente de 20 minutos, según 

la composición del producto. La reacción de endurecimiento es isotérmica y 

ocurre a pH fisiológico, por lo que no se produce daño tisular durante la reacción 

de fraguado. Con el tiempo, los cementos de fosfato de calcio se reabsorben 

gradualmente y se reemplazan con hueso nuevo. Debido a que son frágiles, se 

usan para aplicaciones que no deban soportar grandes cargas. Este tipo de 

sustituto óseo tiene dos ventajas significativas sobre la cerámica preformada. 

Primero, la pasta se puede adaptar durante la cirugía para rellenar las cavidades. 

Y, en segundo lugar, la estructura de hidroxiapatita nanocristalina del cemento 

es osteoconductora, lo que hace que se reabsorba gradualmente y se reemplace 

por hueso nuevo (136,137). 
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- Sulfato de calcio: El sulfato de calcio (SC) fue implantado por primera vez en 

humanos como un relleno de una osteomielitis tuberculosa en los años 90. El SC 

usado como sustituto óseo es absorbido por disolución en ocho semanas, 

dependiendo del volumen y del sitio de implantación. A pesar de que no se han 

descrito en detalle los posibles mecanismos por los que el SC promueve la 

regeneración y reparación ósea, existen diferentes explicaciones y 

observaciones plausibles. Se ha observado un aumento de las concentraciones 

de las proteínas BMP, el factor transformante Beta, y el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas. A parte, se cree que juega un papel como sustituto de 

iones esenciales en el proceso de curación ósea, añadiendo propiedades 

angiogénicas al sustrato. Otro evento importante del SC es que sufre una 

degradación en el defecto y una disminución local en el pH. Esta caída del pH 

produce una desmineralización de las paredes del defecto con liberación de 

factores de crecimiento óseo. Estudios recientes indican que hay una mayor 

expresión de BMP-2, BMP-7, el TGF-Beta y PDGF-BB en los defectos óseos 

cuando el SC se utiliza como un injerto de hueso. Originalmente, el sulfato de 

calcio fue percibido sólo como un sustituto para rellenar defectos, pero estudios 

recientes han demostrado que es biocompatible, biodegradable, 

osteoconductor, seguro y no es tóxico. Los defensores del sulfato de calcio 

afirman que los gránulos proporcionan un relleno eficaz de los defectos, 

permiten el crecimiento vascular y se reabsorben rápidamente, favoreciendo un 

proceso fisiológico de regeneración del hueso (138,139).  

 

Polímeros: Los polímeros tienen propiedades físicas, mecánicas y químicas diferentes de 

los otros sustitutos óseos. Se pueden dividir en polímeros naturales y polímeros 

sintéticos. Estos, a su vez, se pueden dividir aún más en tipos degradables y no 

degradables. Uno de los polímeros naturales más importantes en los huesos es el 

colágeno. Los polímeros sintéticos degradables (es decir, los polímeros naturales) son 

reabsorbidos por el cuerpo. Los polímeros degradables como el ácido poliláctico se han 

utilizado como sustitutos independientes y como extensores de autoinjertos y 

aloinjertos. La mayoría de las investigaciones se han dirigido al ácido poliláctico (PLA), el 

ácido poliglicólico (PGA) y los copolímeros de poliláctico-co-glicólido (PLGA). El éxito de 
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estos polímeros ha llevado a estudiar los poliésteres alifáticos como la policaprolactona 

(PCL). Se trata de un poliéster semicristalino altamente procesable, ya que es soluble en 

una amplia gama de solventes orgánicos. Lo poco común de la PCL es su alta estabilidad 

térmica, con una temperatura de descomposición de 350º C, mientras que otros 

poliésteres alifáticos están entre 235 y 255º C. En ingeniería ósea, la PCL parece ser un 

prometedor polímero biocompatible y biodegradable, que puede tener un papel 

importante en el crecimiento y la regeneración ósea para el tratamiento de defectos 

óseos (140–142). 

 

Metales: En este grupo destacan el titanio y sus aleaciones, el acero inoxidable y el 

cromo-cobalto, que son utilizados para la fabricación de implantes debido a su buena 

tolerancia por parte del organismo y su resistencia a la corrosión, especialmente cuando 

se encuentran en un medio como el cuerpo humano a una temperatura aproximada de 

37º C (Fig. 21).  

 

El titanio es capaz de dar respuesta a la corrosión mediante la formación de una capa de 

dióxido en su superficie, protegiendo el interior del metal y evitando así la corrosión. Sin 

embargo, aunque las propiedades mecánicas de los metales sean superiores al resto de 

biomateriales, éstos ofrecen una peor integración en el hueso (143,144). 
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Figura 21. Prótesis total de cadera donde se aprecia una correcta integración del 

acetábulo (triángulos) y vástago femoral (flechas) (145). 

 

Materiales compuestos: El hueso está hecho principalmente de colágeno e 

hidroxiapatita. Al ser posible obtener colágeno-hidroxiapatita mediante un proceso de 

autoensamblaje a escala nanométrica, es lógico pensar que un implante fabricado a 

partir de dichos componentes se comporte mejor que otros sustitutos óseos. De hecho, 

se descubrió que tanto el colágeno tipo I como la hidroxiapatita aumentan la 

diferenciación de los osteoblastos, y que combinados aceleran la osteogénesis. Una 

matriz compuesta tiene mejores propiedades osteoconductoras en comparación con la 

hidroxiapatita por si sola. Además, los compuestos colágeno-hidroxiapatita 

demostraron ser biocompatibles tanto en humanos como en animales. Por otro lado, 

estos compuestos tienen algunas ventajas mecánicas. Las propiedades dúctiles del 

colágeno ayudan a aumentar la pobre resistencia a la fractura de la hidroxiapatita. La 

adición de un compuesto de calcio/fosfato al colágeno le da una mayor estabilidad, 
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aumenta la resistencia y mejora las propiedades mecánicas. El hecho de aumentar las 

propiedades biomiméticas de un implante puede reducir los problemas de infecciones 

bacterianas asociadas con la inserción de un cuerpo extraño. La adición de colágeno a 

una estructura cerámica puede proporcionar otras ventajas adicionales como son el 

control de la forma, adaptación espacial, mayor adhesión de partículas y la capacidad 

de favorecer la formación y estabilización de coágulos. En resumen, la combinación de 

colágeno e hidroxiapatita debería proporcionar una ventaja sobre otros materiales para 

su uso en la reparación del tejido óseo, pese a que se requieren más estudios para 

validar su grado de efectividad (146–151). 
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Modelo animal: Defecto óseo en rata 

 

Tanto las fracturas como la pérdida de stock óseo causan un importante coste 

económico en todas las sociedades a nivel mundial. Por este motivo, encontramos en la 

literatura numerosos trabajos orientados hacia la regeneración y/o tratamiento de la 

patología ósea. Hoy en día hay un creciente interés en determinar los factores que 

influyen en la reparación ósea, así como el desarrollo de nuevos productos sustitutivos 

que puedan ofrecer al paciente una mejora en el tratamiento de su patología (152,153). 

Para llevar a cabo nuevos estudios es deseable contar con modelos animales que sean 

de fácil manejo, de bajo coste, reproducibles y con una posible traslación al ser humano, 

para así poder experimentar con nuevos materiales capaces de sustituir al hueso en el 

tratamiento de defectos óseos de diferente etiología. 

 

Existen diversos modelos animales de reparación ósea y defectos óseos críticos, tanto 

en animales grandes como en pequeños. En algunos de estos modelos se realiza una 

fractura o defecto óseo que se estabiliza mediante materiales de osteosíntesis como 

clavos intramedulares, tornillos y fijadores externos, con el fin de evaluar el regenerado 

óseo que produce el producto o técnica del estudio (154). Cada modelo animal 

establecido tiene sus ventajas e inconvenientes, así que debe ser el investigador el que 

sea capaz de encontrar el que mejor se adapte a las necesidades de su estudio. Hoy en 

día, la rata es el animal de experimentación más utilizado en regeneración ósea (155). 

Es un animal fácil de manejar y estabular, sin un elevado coste de mantenimiento y con 

una elevada tasa de supervivencia tras procedimientos quirúrgicos, lo que lo convierte 

en un animal idóneo para este tipo de investigaciones. El modelo de defecto crítico en 

rata fue descrito por Poser y cols. en el 2014, a través de un defecto de 5 mm en el tercio 

medio femoral (156), y es este modelo el que fue seleccionado por nuestro grupo de 

experimentación para llevar a cabo una serie de estudios sobre regeneración ósea (26). 

 

Los modelos animales de defectos óseos se dividen en defectos óseos no críticos, que 

son aquellos que son capaces de repararse de manera espontánea, y los defectos óseos 

críticos, que son los que no llegan a repararse por si solos. Existen diferentes tipos de 
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ensayos (tracción, compresión, torsión y flexión) que el investigador puede llevar a cabo 

para valorar las propiedades biomecánicas del hueso (157). 

 

Como ya se ha comentado con anterioridad en la introducción, se conocen las 

diferencias entre el aporte de un autoinjerto respecto a un aloinjerto, dado su limitado 

stock, pese a que posee unas mejores propiedades. Nuevas líneas de investigación están 

enfocadas en el intento de mejorar la integración de los aloinjertos, resolviendo así uno 

de sus principales problemas. En estudios sobre aloinjertos intercalares en rata se 

objetivó una falta de integración ósea a las 6, 8 y 12 semanas (26,158–160). De manera 

opuesta, hay autores como Amorosa y cols. que sí que encuentran formación de callo 

óseo a los 4 meses de seguimiento. Seo y cols. observaron una consolidación de la 

osteotomía distal metafisaria pero no de la proximal a las 12 semanas de evolución 

(161,162). Uno de los factores más importantes a la hora de evaluar los resultados de 

los estudios es el sistema de fijación del defecto crítico femoral en rata. El sistema ideal 

debería ser reproducible y que permita una carga inmediata al animal sin alterar la 

movilidad de la extremidad. Hoy en día hay numerosas empresas que se dedican a 

sistemas de fijación en animales para estudios experimentales, con multitud de 

opciones para el tratamiento de los defectos críticos (Fig. 22). Para cualquier tipo de 

implante utilizado se recomienda el abordaje lateral del muslo del animal, tanto para 

crear el defecto crítico como para su posterior reconstrucción, ya que nos permite una 

buena visualización de la diáfisis femoral a través de planos intermusculares. 
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Figura 22. Ejemplo de fijador externo diseñado para la estabilización del defecto crítico 

en rata: (A) Implantación del fijador externo. (B) Defecto segmentario creado de 5 mm. 

(C) Sutura del plano muscular con la barra de estabilidad del fijador externo. (D) Sutura 

de la piel (163). 
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HIPÓTESIS DEL TRABAJO 

 

Hipótesis principal 

La implantación de un biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra 

de ácido poliláctico estimula la angiogénesis y la osteointegración del aloinjerto 

estructural en la reconstrucción de un defecto óseo segmentario en un modelo animal 

en rata. 

 
 
Hipótesis secundaria 

La implantación de un biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra 

de ácido poliláctico es un producto seguro en cirugía de experimentación animal.  
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OBJETIVOS 

1. Verificar la capacidad de promover la osteointegración de un producto 

constituido de biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra de 

ácido poliláctico sobre un aloinjerto estructural óseo. 

 

2. Valorar la capacidad de angiogénesis de un producto de biovidrio 

nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra de ácido poliláctico sobre 

un aloinjerto estructural óseo. 

 

3. Evaluar la seguridad de la asociación del biovidrio sobre un aloinjerto estructural 

óseo para su aplicación clínica en la reconstrucción de grandes defectos óseos. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Material 

 

 Animal  

Como modelo animal experimental se escogió la rata Sprague-Dawley® (Janvier, Labs 

Roubaix, France). Todos los especímenes eran machos con un peso alrededor de 250g. 

Se utilizaron un total de 48 ratas, divididas en 4 grupos de 12 animales (Fig. 23). 

 

Figura 23: Rata Sprague-Dawley® (Janvier, Labs Roubaix, France) usada para el estudio 

como modelo animal. 

 

Ninguno de los animales fue usado en estudios previos, todos pasaron el periodo de 

cuarentena después del traslado por parte del distribuidor y fueron alimentados con 

pienso estándar y agua ad libitum. Se estabularon en jaulas para roedores en grupos de 

3 ratas para una mayor comodidad de los animales. Se mantuvieron a temperatura 

constante de 22º C, con un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas marcado por el VHIR. 

Todos los procedimientos experimentales se realizaron bajo las estrictas 

recomendaciones de las leyes locales, nacionales y europeas (Decreto 214 de 1997, Real 
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Decreto 223 de 1988 y Directiva Europea 86/609/CEE de 1986), y siguiendo las 

recomendaciones de atención establecidas por el National Institutes of Health en su 

Guide for Care and Use for Laboratory Animals (publicación N.80-23, 1985). 

Del mismo modo, nuestro proyecto recibió la aprobación del Comité de Ética de 

Experimentación animal del VHIR (Número de registro: 65/16 CEEA). 

 

Material quirúrgico 

Caja básica de cirugía (Fig. 24): 

- Tijera Mayo 

- Tijera Metzenbaum 

- Porta agujas 

- Pinza Adson dentada y sin dentar 

- Pinza mosquito dentada 

- Mango de bisturí 

- Gasas estériles 

 

Figura 24. Material quirúrgico estéril utilizado para realizar el procedimiento. 
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Suturas 

- Sutura Braun® Surgical Dafilon-Poliamida Monofilamento 4.0 18”-45cm (Fig. 25). 

- Sutura Braun® Surgical Novosyn-Poly(glycolide-co-L-lactide) Trenzada 4.0 18”-

45cm (Fig. 25). 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Suturas utilizadas en el proceso de cierre de la herida quirúrgica. 

 

Material complementario 

- Sierra de osteotomía Dremel® 200-5 (Fig. 26) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Sierra de osteotomía Dremel® 200-5 que se utiliza para realizar la osteotomía 

femoral del animal. 
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- Lupas quirúrgicas de 3.5x aumentos de Lugotn® (Fig. 27): 

Figura 27. Lupas quirúrgicas Lugotn® 3.5x aumentos usadas durante los procedimientos 

en el estabulario del VHIR. 

 

- Manta térmica postoperatoria 

- Lámpara portátil quirófano Martin® (Chromophare C-450) 

- Cortafrío 

- Chuck 

- Tallas y guantes estériles de 7.5 

- Suero fisiológico y jeringuillas de 10 mL 

- Balanza Kern® ABS 220-4N (Fig. 28) 
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Figura 28. Balanza Kern® ABS 220-4N de alta precisión utilizada en el VHIR para el peso 

del animal y producto utilizado. 

 

- Agujas roscadas totales de 1.6mm de Strayker® (Ref. 45-80100) (Fig. 29) 

 

Figura 29. Aguja de Kirschner usada a modo de clavo endomedular femoral en rata. 
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Producto de estudio 

- Producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra de 

ácido poliláctico a diferentes concentraciones (Fig. 30). 

  

 

Figura 30. Producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra 

de ácido poliláctico. 
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Métodos 

 

Preparación preoperatoria del animal 

Tras el transporte del animal al estabulario del centro de investigación VHIR (número de 

registro del Departamento de Medio Ambiente y Vivienda: B9900062), el animal debe 

permanecer una semana para la aclimatación al recinto, tras pasar el periodo de 

cuarentena de 48 horas. Durante este periodo, el equipo técnico veterinario del centro 

verifica el correcto estado de salud del animal, se registra el peso preoperatorio y la 

correcta adaptación al nuevo medio. 

 

Muestra 

Se utilizó una muestra de 48 ratas divididas en 4 grupos de tratamiento de 12 animales 

cada uno, dividiendo los 4 grupos en función del producto utilizado o si bien formaban 

parte del grupo control. 

 

Producto analizado 

Producto PLA7038:  Fibras de ácido poliláctico puro con un 70% de copolímero LL, un 

30% de copolímero LD y una densidad inherente de 3.8 dL/g. Producto utilizado en el 

Grupo B: control negativo. 

 

Producto 20G5: Fibras del mismo ácido poliláctico mencionado en el Grupo B, mezclado 

con un 20% de nanopartículas con una composición 44.5% CaO - 44.5% P2O5 - 6% Na2O 

- 5% TiO2. 

 

Producto 20P30: Fibras del mismo ácido poliláctico que el Grupo B, mezclado con un 

20% de nanopartículas con una composición 70% CaO - 30% P2O5. 

 

Estas nanopartículas se fabrican por el método sol-gel, que consiste en mezclar una 

solución de sales orgánicas con metales precursores de los óxidos y hacerlo precipitar 

en forma de partículas con un catalizador básico. Se purifican y se mezclan con el ácido 

poliláctico para fabricar fibras mediante el método de electrohilado (electrospinning), 
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que consiste en aplicar un alto voltaje a una solución o mezcla polimérica que se 

encuentra en una jeringa acoplada a una bomba de infusión. Cuando este voltaje supera 

la tensión superficial de la solución polimérica genera un chorro de solución cargada que 

busca neutralizarse, por lo que colocaremos cerca un colector conectado a tierra para 

recogerlas. En el camino hacia el colector este chorro va perdiendo solvente por 

evaporación y va perdiendo volumen, precipitando en una fibra de tamaño 

submicrónico. 

 

Grupos de estudio 

GRUPO A: Grupo control: 12 ratas con reconstrucción con aloinjerto estructural sin 

ningún componente asociado de fibras de ácido poliláctico (PLA).  

GRUPO B PLA7038: Grupo control negativo: 12 ratas con reconstrucción con aloinjerto 

estructural asociando la fibra de ácido poliláctico sin biovidrio nanoparticulado de 

fosfato cálcico. 

GRUPO C 20G5: Grupo aloinjerto y tratamiento con biovidrio nanoparticulado de fosfato 

cálcico embebido en fibra de ácido poliláctico a una concentración de un 20% de 

nanopartículas con una composición 44.5% CaO - 44.5% P2O5 - 6% Na2O - 5% TiO2: 12 

ratas con reconstrucción con aloinjerto estructural. 

GRUPO D 20P30: Grupo aloinjerto y tratamiento con biovidrio nanoparticulado de 

fosfato cálcico embebido en fibra de ácido poliláctico con una concentración de un 20% 

de nanopartículas con una composición 70% CaO - 30% P2O5: 12 ratas con 

reconstrucción con aloinjerto estructural (Fig. 31). 
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Figura 31. Distribución de los diferentes grupos de estudio. En el modelo que diseñamos 

encontramos dos grupos control (sin producto y control negativo), y dos grupos 

experimentales (20G5 y 20P30). 

 

Técnica anestésica y control postoperatorio 

En todos nuestros animales se realiza un protocolo de anestesia antes de la intervención 

quirúrgica a base de la combinación de Ketamina + Medetomidina. Para preparar la 

mezcla de ambos fármacos se utilizan en un vial 3 mL de Ketamina 50 mg/mL por 1 mL 

de Medetomidina 1mg/mL. Dicha mezcla se inyecta intraperitonealmente a 0.2 mL/100g 

de peso del animal, y se repite cada 30 minutos si la intervención lo requiere. Se 

comprueba el reflejo corneal y de retirada al dolor para asegurar una correcta anestesia. 

También se valora la respiración del animal para evitar la apnea. 

Durante el acto quirúrgico se administran 5 mL de solución de Ringer lactato por vía 

subcutánea para evitar la deshidratación del animal. 

Para revertir la anestesia, si fuese necesario, se administra Antisedan 50 μL/100g por vía 

subcutánea. 

Durante el postoperatorio inmediato el animal es colocado en una manta térmica para 

evitar la hipotermia hasta su recuperación y control radioscópico para objetivar la 

correcta posición del aloinjerto y enclavado endomedular. 

12 semanas

48 ratas totales

12 ratas
Control

12 ratas
PLA (negativo)

12 ratas
20G5

12 ratas
20P30
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En todos los animales se administra una dosis subcutánea de Meloxicam (0.25 mg/kg) 

para asegurar una correcta analgesia postoperatoria, que se va repitiendo de manera 

diaria durante los primero 5 días de la intervención o hasta que el animal no muestre 

signos de dolor. 

Al día siguiente se evalúa el aspecto general, movilidad, respiración, estado del pelaje, 

conducta, herida quirúrgica y presencia de automutilación con tal de detectar malestar 

del animal. 

 

Preparación del aloinjerto estructural óseo 

Todos los aloinjertos estructurales óseos fueron obtenidos de las propias ratas del 

estudio, sirviéndose entre ellas de donantes y receptoras con el fin de evitar un número 

mayor de animales más allá del necesario. 

Tras el procedimiento de resección de segmento óseo diafisario femoral de 5 mm 

mediante la sierra de osteotomía, éste se deposita en un contenedor estéril con suero 

fisiológico. Se realiza un lavado endomedular y resección de las partes blandas adheridas 

al hueso. Posteriormente, se introduce en un baño de etanol al 70% durante 3 horas. A 

continuación se realiza un nuevo lavado en condiciones estériles con suero fisiológico y 

se almacena a -80º C durante al menos una semana antes de su uso (157,161). 

 

Cirugía 

Los animales son trasladados desde la sala de estabulación a los quirófanos en el mismo 

estabulario del VHIR. Todos los procedimientos fueron realizados por el mismo cirujano 

(MVGC).  

Una vez el animal es anestesiado mediante el protocolo descrito con anterioridad, se 

realiza una rasurado de la extremidad inferior izquierda. Antes de iniciar la cirugía se 

administra una dosis de penicilina G 20.000 UI/kg intramuscularmente (Fig. 32). Una vez 

el animal es colocado en decúbito supino se procede a realizar la asepsia y antisepsia de 

dicha extremidad, entallado estéril del campo quirúrgico y apertura del material 

necesario para realizar la intervención.  
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Figura 32. Animal rasurado, con el antibiótico administrado y colocación de campos 

estériles con el objetivo de disminuir el riesgo de infección perioperatoria. 

 

Se realiza una incisión longitudinal en la cara lateral del fémur izquierdo de 

aproximadamente 4 centímetros, identificando el septo intermuscular entre el vasto 

lateral y el bíceps femoral. Mediante disección roma se separan ambos compartimentos, 

dejando el vasto lateral hacia anterior y la musculatura isquiotibial hacia posterior, 

evitando la lesión de las estructuras neurovasculares cercanas. Una vez se expone la 

diáfisis femoral, se realiza una desperiostización del tercio medio del fémur y se miden 

los 5 milímetros que van a ser resecados para crear un defecto óseo y extraer un 

aloinjerto para otro animal. La osteotomía se realiza a mano alzada mediante el 

protocolo de obtención del aloinjerto. 

Una vez se ha creado el defecto crítico en la diáfisis femoral, se amplía la incisión hacia 

proximal, con tal de exponer el trocánter mayor. Se introduce la aguja de Kirschner 

roscada de 1.6 mm de manera retrógrada a modo de clavo endomedular a través del 

fragmento proximal hasta conseguir pasarla unos 2-3 centímetros. Una vez pasada, 

colocamos el chuck en el extremo proximal de la aguja para poder pasarla de manera 
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anterógrada a través del aloinjerto y el fragmento de fémur distal hasta el polo superior 

de la rótula (Fig. 33). 

 

Figura 33. Abordaje femoral izquierdo, donde se aprecia la técnica de reconstrucción del 

defecto femoral con un aloinjerto intercalar y enclavado endomedular mediante aguja 

roscada de Kirschner.  

 

Una vez tenemos el montaje realizado, se comprueba la estabilidad de la extremidad y 

su correcto balance articular. Tras esto, se realiza un lavado con suero fisiológico estéril. 

Tras dichos pasos, se procede a colocar el producto de biovidrio nanoparticulado, 

aproximadamente 8 mm2, a diferentes concentraciones de fosfato cálcico en función del 

grupo de estudio del animal, y a cortar la aguja que protruía a nivel proximal mediante 

un cortafrío (Fig. 34).  
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Figura 34. Colocación del producto de biovidrio nanoparticulado sobre el aloinjerto 

femoral y posterior resección de la aguja que protruye. 

 

Para realizar el cierre, se procede a suturar la fascia muscular y el tejido subcutáneo 

mediante una sutura reabsorbible de Novosyn® 3.0 (Braun Surgical) y la piel mediante 

una sutura continua irreabsorbible de Dafilon® 4.0 (Braun Surgical) con cura de povidona 

yodada (Fig. 35). 
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Figura 35. Cierre cutáneo de la incisión quirúrgica mediante una sutura continua y su 

posterior cura. 

 

Eutanasia y obtención de muestras 

Las ratas se dividían en cuatro grupos de seguimiento en función del biovidrio 

introducido encima del aloinjerto (grupo control, grupo control negativo: PLA7038, 

grupo 20G5 y grupo 20P30). Una vez completadas las 12 semanas tras la cirugía se 

procedía a sacrificar al animal en los quirófanos experimentales del VHIR. Siguiendo un 

riguroso protocolo para evitar el sufrimiento de los animales, se realizaba una anestesia 

general. Una vez se comprobaba que el animal ya estaba completamente anestesiado, 

se realizaba un rasurado de la zona anterior cervical para poder incidir sobre la piel a 

través del eje transversal de las clavículas. A continuación, se abordaban el platisma y la 

musculatura esterno-tiroidea y esterno-mastoidea con el objetivo de localizar el 

paquete vascular de la arteria carótida común junto al nervio vago. Tras la localización 

de dicha arteria se procedía a la sección y eutanasia del animal. 

Una vez el animal había sido sacrificado, se realizaba una incisión perpendicular al 

pliegue inguinal según la técnica de Fanua-Wilgis, para posteriormente levantar el vasto 
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lateral del fémur a través de una disección del plano submuscular. Una vez identificado 

todo el fémur, se realizaba un primer análisis visual del estado del aloinjerto y si durante 

el abordaje se observaban signos de infección. Tras esto, se procedía a la desarticulación 

de la rodilla para poder ir disecando todo el fémur hasta la cadera y desarticularlo a nivel 

proximal. Una vez obtenida la muestra se lavaba con una solución salina y se fijaba en 

formaldehído/formalina tamponada (Fig. 36). 

 

 
Figura 36. Muestra de fémur de la rata tras 12 semanas postoperatorias, en ella se 

aprecia el callo óseo formado alrededor del aloinjerto. Se tiene la precaución de eliminar 

la mayor parte de tejido muscular. 

 

Estudio estadístico 

El estudio estadístico fue llevado a cabo por un diplomado postgrado en Estadística de 

Ciencias de la Salud por la Universidad Autónoma de Barcelona (MVGC). Con el fin de 

conocer si había diferencias o no estadísticamente significativas entre los diferentes 

grupos se realizó un estudio estadístico con el programa Stataâ versión 14.0. En un 

primer lugar se hizo un análisis estadístico descriptivo de los diferentes grupos, para 

posteriormente realizar en el caso de las variables cuantitativas para grupos 

independientes un test de varianzas ANOVA o Krustal-Wallis en función de si cumplían 
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o no la normalidad. Si se deseaba analizar la relación de los diferentes grupos en función 

de variables binarias se optó por la prueba de Fisher o Chi-cuadrado. Se determinó un 

intervalo de confianza del 95%, con un nivel de significación estadística de <0.05. 

 

Evaluación clínica de variables descriptivas 

Todos los animales intervenidos eran registrados según el grupo al que pertenecían y el 

número de caso correspondiente. Se realizaba un examen físico del animal el día de la 

cirugía, anotando la fecha y el peso en el mismo momento. De la misma manera, el día 

de la eutanasia del animal se registraban las mismas variables para poder llevar un 

control del tiempo y el aumento del peso. 

Una vez obtenida la muestra del animal, se realizaba un test clínico de la consolidación 

del aloinjerto, dando una valoración descriptiva de su estado de consolidación. Se 

valoraba la presencia de una consolidación aparente y, en el caso de que no se diera 

dicha consolidación, se valoraba si la pseudoartrosis tenía un origen séptico o aséptico. 

Además, se analizaba el estado del clavo endomedular, quedando registrado un fallo en 

la osteosíntesis femoral. 

En la misma sección, quedaban anotadas las posibles incidencias que se hubiesen 

producido durante las 12 semanas de evolución postoperatoria, es decir, si el animal 

presentaba algún tipo de lesión o reacción, o bien si fallecía sin motivo aparente. 

 

Evaluación mediante microtomografía computarizada 

Todas las muestras femorales fueron analizadas mediante microtomografía 

computarizada en la Plataforma de Imagen Molecular del VHIR.  Dicho centro tiene el 

modelo de microCT Quantum® Fx (Perkin Elmer) que está especialmente diseñado para 

animal de laboratorio (ratón y rata), y que aporta información anatómica y funcional. El 

equipo permite obtener imágenes de alta resolución (máximo 10 micrómetros) en un 

tiempo de captura muy corto (estudio estándar de 17 segundos), lo que incrementa el 

rendimiento del equipo. Este tipo de microCT es muy útil para valorar biomateriales y 

su posible integración en los tejidos biológicos. Además, se obtienen imágenes de 

tejidos óseos de gran calidad que permiten al investigador detectar pequeños cambios 

en las muestras (Fig. 37). 
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Figura 37. Recreación tridimensional de la cabeza y cuello femorales en una oveja, en 

un modelo de daño óseo y regeneración tisular realizada en el VHIR con el microCT. 

 

Una vez obtenidas las imágenes radiológicas en formato DICOM, el radiólogo de 

patología osteoarticular de nuestro centro (MDA) analizó las muestras mediante el 

programa Syngo.via Siemensâ para obtener una puntuación en una escala ordinal de 

las variables consolidación proximal y distal (0 = ausencia de consolidación, 1 = mínimos 

puentes óseos, 2 = moderados puentes óseos y 3 = consolidación completa). También 

se registró en forma de variables dicotómicas la fractura del aloinjerto y la osteolisis 

periimplante (0 = presencia y 1 = ausencia). 

 

Marcaje mediante marcadores fluorescentes 

Con el objetivo de poder realizar un seguimiento del proceso de mineralización de 

nuestras muestras, se fueron realizando diferentes marcajes en el tiempo (12 semanas). 

En nuestro caso se realizó un marcaje mediante tinciones fluorescentes que se unen al 

calcio mediante un proceso de quelación: Oxytetracicline 25 mg/kg (Engemicina, MSD 

Animal Health®) y Calcein Green 20 mg/kg (Calcein, C0875 Sigma-Aldrich®). 
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Todos los animales recibieron una dosis de Oxytetracicline intramuscular el día de la 

cirugía. Posteriormente, los animales fueron marcados a las 4 y 8 semanas con Calcein 

Green (Fig. 38). 

 

Figura 38. Secuencia de marcaje de los animales con flourocromos. 

 

Microscopía de fluorescencia  

El estudio de microscopía de fluorescencia se realizó en los servicios científico técnicos 

de la Universidad de Barcelona (MBM). Este estudio se llevó a cabo con el fin de poder 

observar si los diferentes nanovidrios asociados a las fibras de ácido poliláctico ejercían 

un papel en la integración ósea del aloinjerto femoral. Aprovechando los diferentes 

marcajes fluorescentes, que a través del proceso de quelación se unen al calcio, se 

puede objetivar la formación de hueso en el tiempo y su patrón de formación. Para 

poder realizar la microscopía de fluorescencia las muestras son cortadas en el plano 

sagital del fémur mediante una sierra Exakt 300â  (EXAKT Vertriebs, Alemania) (Fig. 39), 

obteniendo así dos mitades.  

 

Oxytetracicline
Semana 0

Calcein Green
Semana 4 

Calcein Green
Semana 8
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Figura 39.  Sierra de diamante de alta precisión Exakt 300â  (EXAKT Vertriebs, 

Alemania). 

 

Tras el corte, se realiza un proceso de deshidratación de los fémures extraídos mediante 

etanol cuya duración aproximada es de 20 días. Una vez realizado el proceso de 

deshidratación se debe pasar a la fase de inclusión mediante resina Tecnovit 7200VLC 

(Leica Biosystems®). Tras la obtención de los bloques de resina, estos deben ser pulidos 

hasta conseguir una superficie lisa. Una vez ya disponemos de las muestras para ser 

analizadas a través del microscopio de fluorescencia, deben aplicarse diferentes filtros 

de longitud de onda en función del marcaje que queramos observar: 365-490 nm para 

la Oxytetracicline y 436-495 nm para el Calcein Green. Se seleccionaron varias muestras 

para poder realizar un stitching, que consiste en obtener imágenes de alta resolución y 

unirlas para conseguir una imagen panorámica del objeto de estudio. 
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Microscopía electrónica de barrido  

Para realizar el estudio de microscopía electrónica de barrido contamos con la 

colaboración del equipo de microscopía electrónica de barrido de los servicios científico 

técnicos de la Universidad de Barcelona (JGV). Tras el estudio mediante microscopía de 

fluorescencia, las muestras incluidas en resina fueron recubiertas con carbono grafito 

mediante sputtering, que es un proceso que consiste en la pulverización catódica, es 

decir, se produce la vaporización de los átomos de un material sólido denominado 

"blanco" mediante el bombardeo de este por iones energéticos, creando así una fina 

película sobre el lecho que nos interesa (Fig. 40). En el departamento de la Universidad 

de Barcelona se dispone de un microscopio electrónico de barrido FIB/SEM (Focussed 

Ion Beam – Secondary Electron Microscope) modelo JSM-6510 Series Scanning Electron 

Microscope (JEOL®, Tokio, Japón) (Fig. 41). A través de la emisión de electrones, el 

microscopio es capaz de obtener imágenes mediante electrones secundarios, que 

reflejan la superficie del material o retrodispersados, que penetran en el bloque y son 

captados por un detector en ángulo, que es capaz de obtener imágenes de elementos 

pesados (por ejemplo: el cálcico, como en el hueso o los dientes; o bien, materiales 

metálicos). En nuestro caso, las muestras se analizaron con un potencial de 20 KV y a 

una distancia de trabajo de 20 mm, con magnificaciones múltiples de 25 aumentos para 

poder observar la mayor área posible.  
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Figura 40. Muestras tratadas para ser observadas bajo microscopía electrónica de 

barrido. Estas son incluidas en resina y recubiertas con carbono grafito mediante 

sputtering. 
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Figura 41. Microscopio electrónico de barrido FIB/SEM (Focussed Ion Beam – Secondary 

Electron Microscope) modelo JSM-6510 Series Scanning Electron Microscope (JEOL®, 

Tokio, Japón). 

 

Análisis histológico 

Las muestras de fémur obtenidas del proceso experimental se analizaron en la Unidad 

de Anatomía y Embriología Humana del Departamento de Patología y Terapéutica 

Experimental de la Universidad de Barcelona. Se realizó un estudio independiente de la 

histología de las muestras en comparación con los resultados de microscopía de 

fluorescencia y de barrido (CMC). 

Se seleccionaron 5 muestras de cada grupo con tal de tener una representación 

suficiente de los fémures extraídos a las 12 semanas. En una primera fase, se realizó un 

pulido mediante papel SiC de granulometría P4000, ya que las muestras estaban 

recubiertas por carbono para poder realizar la microscopía electrónica. Para realizar este 

pulido se usó una pulidora Exakt 400CSâ  (EXAKT Vertriebs, Alemania) (Fig. 42). 
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Figura 42. Pulidora Exakt 400CSâ disponible en el departamento de Anatomía y 

Embriología Humana del Departamento de Patología y Terapéutica Experimental de la 

Universidad de Barcelona (H. U. de Bellvitge). 

 

Cuando las muestras ya estaban pulidas debían ser adheridas a una placa de histología 

de polimetilmetacrilato (PMMA) mediante un proceso de fotopolimerización a través de 

luz ultravioleta. Tras dicho proceso se procedió a realizar cortes <1 mm de grosor con la 

ayuda de una sierra Exakt 300â  (EXAKT Vertriebs, Alemania) con banda refrigerada. 

Una vez obtenidas las laminas de 1 mm de grosor aproximadamente, éstas fueron 

pulidas de nuevo para llegar a espesores de unos 50 µm, ya que debían ser tratadas 

mediante una tinción de Tricrómico de Masson Goldner. Al igual que 

otras tinciones tricrómicas, es una técnica de coloración especial que permite visualizar 

claramente las fibras de colágeno tipo I, donde se emplean tres colorantes para 

diferenciar el núcleo celular, el citoplasma y las fibras. Las coloraciones tricromas nos 

dan la oportunidad de poder visualizar de forma selectiva fibras musculares, fibras 

colágenas, fibrina y eritrocitos por el empleo combinado de tres soluciones colorantes 

diferentes. La selección de los colorantes empleados, que se diferencian por su tamaño 

molecular, produce una coloración diferente en cada uno de los distintos componentes 
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tisulares. La tinción de Masson-Goldner ofrece la ventaja de que el método puede 

realizarse con material fijado en formol.  

 

Previa tinción nuclear con hematoxilina férrica de Weigert, se tiñen los componentes 

tales como musculatura, citoplasma y eritrocitos con azofloxina y solución de 

anaranjado G. Seguidamente, se tiñe el tejido conectivo con solución de verde luz SF. 

Una vez las muestras estaban teñidas se montaban en un montaje DPX Surgipathâ 

(Leica, Suiza) para poder ser observadas bajo un microscopio óptico Olympus® BX41 (Fig. 

43). 

 

 
Figura 43. Microscopio óptico Olympus® BX41 usado para observar las muestras 

histológicas de los fémures de rata. 

 

En cada muestra se analizó histológicamente la presencia de inflamación y si había 

neoformación ósea tanto en el extremo proximal como en el distal entre el aloinjerto y 

el extremo femoral del animal. También se analizó la angiogénesis del tejido extraído, 

especialmente en las zonas de interés (osteotomías). 
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RESULTADOS 

 

Evaluación clínica 

 

Grupo A: Control  

- Ningún animal presentó una complicación intraoperatoria, ni reacción adversa a la 

anestesia.  

- Ningún animal presentó complicaciones graves durante el postoperatorio, ni durante 

las 12 semanas de seguimiento.  

- Dos ratas presentaron una dehiscencia de la herida quirúrgica que requirió un 

desbridamiento, ambas dentro de la primera semana postoperatoria, sin presentar 

nuevas incidencias. 

- Todas las ratas presentaron un pelaje suave, sin alteraciones cutáneas o signos de 

sufrimiento/estrés del animal. 

- Ningún animal presentó alteraciones de la conducta o automutilaciones. 

- No se objetivó ningún caso de movilización del implante en el control radiológico. 

 

Grupo B PLA7038: Control negativo  

- Ningún animal presentó una complicación intraoperatoria, ni reacción adversa a la 

anestesia.  

- Ningún animal presentó complicaciones graves durante el postoperatorio, ni durante 

las 12 semanas de seguimiento.  

- Ninguna rata presentó una dehiscencia de la herida quirúrgica. 

- Un animal presentó signos de estrés o sufrimiento. 

- El mismo animal sufrió un episodio de automutilación. 

- Se objetivó la movilización de un clavo endomedular en el control radiológico, 

coincidiendo con el animal de la automutilación. 
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Grupo C 20G5: 44.5% CaO - 44.5% P2O5 - 6% Na2O - 5% TiO2  

- Ningún animal presentó una complicación intraoperatoria, ni reacción adversa a la 

anestesia.  

- Una rata fue exitus a las dos semanas postoperatorias, sin objetivarse una causa 

aparente. 

- Ninguna rata presentó una dehiscencia de la herida quirúrgica. 

- Todas las ratas presentaron un pelaje suave, sin alteraciones cutáneas o signos de 

sufrimiento/estrés del animal. 

- Ningún animal presentó alteraciones de la conducta o automutilaciones. 

- No se objetivó ningún caso de movilización del implante en el control radiológico. 

 

Grupo D 20P30: 70% CaO - 30% P2O5  

- Ningún animal presentó una complicación intraoperatoria, ni reacción adversa a la 

anestesia.  

- Se objetivaron dos exitus sin motivo aparente, uno a los dos días postoperatorios y el 

otro a la semana.  

- Ninguna rata presentó una dehiscencia de la herida quirúrgica. 

- Todas las ratas presentaron un pelaje suave, sin alteraciones cutáneas o signos de 

sufrimiento/estrés del animal. 

- Ningún animal presentó alteraciones de la conducta o automutilaciones. 

- No se objetivó ningún caso de movilización del implante en el control radiológico. 

 

Peso 

 

Todos los animales fueron pesados en dos momentos del estudio: antes de la cirugía, 

una vez se había realizado la técnica anestésica, y justo antes de ser sacrificados para la 

obtención de las muestras de anatomía patológica. 
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Todos los animales presentaron un incremento progresivo del peso, sin encontrarse 

diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes grupos (Tabla 1) (Gráfico 

1). 

 

 Inicial Final 

Grupo A 374 629 

Grupo B 387 627 

Grupo C 428 624 

Grupo D 399 613 

Tabla 1. Distribución de los pesos inicial y final de los diferentes grupos de 

experimentación (gramos). 

 

 

 

 
Gráfico 1. Evolución temporal de los pesos medios por grupo. En todos ellos se puede 

observar el aumento progresivo y homogéneo del peso. 
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Supervivencia 

 

Por lo que refiere al análisis de supervivencia de los diferentes grupos de 

experimentación, encontramos tres animales que fallecieron antes de llegar al final del 

estudio (12 semanas). De estos tres animales, uno pertenece al grupo C (20G5), y los 

otro dos al grupo D (20P30). El animal del grupo C falleció a las dos semanas de la cirugía, 

mientras que los dos exitus del grupo D fueron a los 2 días y una semana 

respectivamente (Gráfico 2). 

 

Gráfico 2. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meier de los diferentes grupos de estudio, 

en el que se observan los 3 eventos (exitus). Tanto el grupo A como B presentaron una 

supervivencia del 100%. 

 

Evaluación clínica del aloinjerto 

 

En todos los animales se realizó un análisis clínico de aloinjerto en el momento de la 

extracción del fémur. Este análisis consistía en valorar por parte del doctorando la 
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sospecha de pseudoartrosis aséptica y séptica, la movilización del implante y el posible 

grado de consolidación. 

 

Grupo A: Control  

- En tres de los sujetos se apreció la movilización del implante tras el abordaje lateral de 

fémur. 

- En todos los casos, excepto en uno, se evidenció una pseudoartrosis del aloinjerto, 

donde 6 eran sépticas y 5 asépticas. 

- Uno de los doce casos presentó una aparente consolidación proximal. 

 

Grupo B PLA7038: Control negativo  

- Uno de los sujetos presentó una movilización del implante tras el abordaje lateral de 

fémur.  

- En 11 de 12 casos se evidenció una pseudoartrosis del aloinjerto, donde 8 eran sépticas 

y 4 asépticas. 

- Uno de los doce casos presentó una aparente consolidación proximal. 

 

Grupo C 20G5: 44.5% CaO - 44.5% P2O5 - 6% Na2O - 5% TiO2  

- Dos de los sujetos presentaron una movilización del implante tras el abordaje lateral 

de fémur.  

- Dos casos presentaron una pseudoartrosis, una aséptica y otra séptica. 

- Siete de los casos presentaron algún signo de consolidación, ya fuera proximal, o bien, 

distal. En este grupo hubo un exitus. 

 

Grupo D 20P30: 70% CaO - 30% P2O5  

- Ninguno de los sujetos presentó una movilización del implante tras el abordaje lateral 

de fémur.  

- Dos casos presentaron una pseudoartrosis, una aséptica y otra séptica. 
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- En todos los casos, excepto en dos, se apreció algún signo de consolidación. Hay que 

recordar que en este grupo hubo dos exitus. 

 

 Movilización 

implante 

Pseudoartrosis Consolidación 

Grupo A 3/12 11/12 1/12 

Grupo B 1/12 11/12 1/12 

Grupo C 2/11 2/11 7/11 

Grupo D 0/10 2/10 8/10 

Tabla 2. Análisis clínico de las muestras de fémur extraídas de los diferentes grupos. Se 

valoraron tres parámetros principales: la movilización del implante, la pseudoartrosis y 

la consolidación. 

 

 

Gráfico 3. Se representa en valores absolutos el número de muestras que presentaron 

algún signo de consolidación clínica. Véase como destacan los grupos C y D, que 

corresponden a los animales a los cuales se les administró el producto del estudio. 

 

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D



 

97 
 

 

Gráfico 4. Valores absolutos del número de muestras que presentaron una 

pseudoartrosis. Pese a un menor número de sujetos en el grupo C y D, debido al exitus 

de 1 y 2 casos respectivamente, se observa una amplia diferencia entre los grupos. 
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Evaluación radiológica mediante microtomografía computarizada 

 

El estudio de microCT evaluó: consolidación proximal, consolidación distal, fractura del 

aloinjerto y osteolisis periimplante. En la figura 44 se muestra una imagen 

representativa del estudio de microCT, el cual se realizó en todos los casos que se 

estudiaron. Véanse los diferentes cortes realizados por el microCT, con su posterior 

reconstrucción en los 3 planos del espacio para poder estudiar los parámetros 

seleccionados (Fig. 44). 

 

 

Figura 44. Imagen del programa Syngo.via Imaging Advancedâ Siemens (Erlangen, 

Alemania) para el estudio de la tomografía axial computarizada de los fémures de las 

ratas de estudio. 
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Figura 45. MicroCT del grupo B (control negativo), se aprecia una correcta posición del 

implante endomedular, con una síntesis estable del aloinjerto. Podemos observar la 

falta de consolidación, sin poder apreciar puentes óseos entre ambas osteotomías. En 

dicho caso se observa una leve osteolisis periimplante.  
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Figura 46. MicroCT grupo C (20G5), se pueden apreciar los signos de consolidación de la 

osteotomía proximal, con una integración del aloinjerto. En el centro de la imagen 

resalta el clavo endomedular en su correcta posición, con una leve osteolisis 

periimplante proximal. 

 



 

101 
 

 
Figura 47. MicroCT grupo D (20P30), en esta imagen se aprecia la consolidación de las 

dos osteotomías con su integración del aloinjerto. No se aprecia osteolisis periimplante, 

con su correcta posición. 

 

La consolidación se evaluó mediante una puntuación que se acordó previamente: 

Pseudoartrosis 0, Mínimos puentes óseos 1, Moderados puentes óseos 2, Consolidación 

3. 

Por lo que refiere a la fractura del aloinjerto y la osteolisis periimplante se evaluó 

mediante una respuesta dicotómica: 

Fractura 0, Sin Fractura 1 

Osteolisis 0, Sin osteolisis 1 
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En la Tabla 3 se analizan las medias e intervalos de confianza (IC) de las puntuaciones 

obtenidas en los diferentes grupos de estudio. 

 

 Consolidación 

proximal 

Consolidación 

distal 

Fractura 

aloinjerto 

Osteolisis 

periimplante 

Grupo A 0.16 

  (-0.16 / 0.50) 

0.08 

(-0.08 / 0.25) 

0.5 

(0.19 / 0.8) 

0.08 

(-0.08 / 0.25) 

Grupo B 0.25 

(-0.11 / 0.61) 

0.08 

(-0.08 / 0.25) 

0.16 

(0.19 / 0.80) 

0.66 

(0.38 / 0.95) 

Grupo C 1.27 

(0.6 / 1.9) 

0.45 

(-0.04 / 0.95) 

0.45 

(0.13 / 0.77) 

0.81 

(0.57 / 1.0) 

Grupo D 1.2 

(0.47 / 1.9) 

0.9 

(0.26 / 1.5) 

0.5 

(0.16 / 0.83) 

0.9 

(0.69 / 1.1) 

Tabla 3. Medias e IC de los diferentes parámetros evaluados mediante microCT. Las 

puntuaciones de la consolidación van desde los 0 puntos hasta los 3 puntos. Por lo que 

refiere a la fractura del aloinjerto y la osteolisis periimplante su rango va desde 0 a 1 

punto. 

 

Consolidación proximal 

Se realizó el estudio estadístico mediante un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con 

tal de evaluar las diferencias estadísticas entres los diferentes grupos. Primero 

realizamos un análisis conjunto de todos los grupos, para más tarde poder analizar si 

encontramos diferencias entre las diferentes poblaciones de estudio. En el análisis 

conjunto se observa que hay diferencias estadísticamente significativas entre las 

medias, p = 0.0038 (Fig. 48), pero debemos analizar entre qué grupos se encuentran las 

diferencias. 
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Figura 48.  Estudio de Kruskal-Wallis entre todos los grupos, se observa que hay 

diferencias estadísticamente significativas por lo que refiere a las tasas de consolidación 

de la osteotomía proximal. 

 

Si analizamos las posibles diferencias entre el grupo A y el grupo B, ambos grupos 

control, es decir, en el grupo A no se administró ningún tipo de producto y en el grupo 

B se introdujo la fibra de ácido poliláctico sin biovidrio (control negativo), observamos 

que no hay diferencias entre ambos, p = 0.58 (Fig. 49). 

 

 
Figura 49. Estudio de diferencias entre los dos grupos control, los grupos A y B. No se 

observaron diferencias estadísticamente significativas. 

. 

probability =     0.0038
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. kwallis Consolidaciónosteotomíaproxima, by(GRUPO)
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chi-squared =     0.101 with 1 d.f.
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Cuando analizamos si existen diferencias entre el grupo B (control negativo) y el grupo 

C (20G5), encontramos que sí que existen diferencias estadísticamente significativas 

entre ambos, con un valor de p = 0.016 (Fig. 50). Esto nos lleva a pensar que el producto 

del grupo C, el 20G5, compuesto por 44.5% CaO - 44.5% P2O5 - 6% Na2O - 5% TiO2, 

tiene una influencia positiva a nivel de la consolidación proximal del aloinjerto. 

 

 
Figura 50. Estudio entre el grupo B (control negativo) y el grupo C (20G5), encontrando 

diferencias estadísticamente significativas. 

 

Cuando analizamos si existen diferencias a nivel del grupo B y el grupo D (20P30), 

encontramos, a través de la prueba de Kruskal-Wallis, que sí que existen diferencias 

estadísticamente significativas, p = 0.0154. Por lo tanto, también podemos deducir el 

efecto positivo del producto que contiene 70% CaO - 30% P2O5 (Fig. 51). 
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chi-squared with ties =     5.781 with 1 d.f.

probability =     0.0364
chi-squared =     4.379 with 1 d.f.
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Figura 51. Estudio entre los grupos B y D, observándose que hay diferencias entre ambas 

medias. 

 

Por último, se realizó un estudio entre los grupos C y D, los dos grupos que contenían 

producto a estudiar, para poder discernir si existían diferencias entre ellos en la tasa de 

consolidación proximal. En la figura siguiente se puede apreciar que no se encontraron 

diferencias entre ellos (Fig. 52). 

 

 

Figura 52. Estudio entre los grupos C y D, no encontrando diferencias estadísticamente 

significativas. 

 

. kwallis Consolidaciónosteotomíaproxima if GRUPO==3 |  GRUPO==4, by(GRUPO)

probability =     0.0154
chi-squared with ties =     5.872 with 1 d.f.
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chi-squared =     4.592 with 1 d.f.
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Kruskal-Wallis equality-of-populations rank test

. kwallis Consolidaciónosteotomíaproxima if GRUPO==3 |  GRUPO==4, by(GRUPO)
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Consolidación distal 

Se llevó a cabo el mismo tipo de estudio que el realizado para la consolidación proximal, 

donde en la tabla 4 se expone a modo de resumen el estudio de Kruskal-Wallis realizado 

a través de la puntuación obtenida en el microCT. A diferencia de la consolidación 

proximal, en este caso sólo se encontraron diferencias estadísticamente significativas al 

comparar los grupos A y B con el D. 

 

 Grupo B Grupo C Grupo D 

Grupo A No DES 

p = 1 

No DES 

p = 0.2 

DES 

p = 0.01 

Grupo B  No DES 

p = 0.2 

DES 

p = 0.01 

Grupo C   No DES 

p = 0.21 

Tabla 4. Estudio de Kruskal-Wallis de las medias de la consolidación distal entre los 

diferentes grupos. Sólo se detectaron diferencias estadísticamente significativas (DES) 

cuando se compararon los grupos control (A y B) con el grupo D (20P30). 

 

Fractura aloinjerto 

Cuando nos ponemos a analizar las posibles diferencias respecto a la fractura del 

aloinjerto entre los grupos que estudiamos, inicialmente se realiza una tabla de 

contingencia (Fig. 53). 

 

Figura 53. Tabla de contingencia Grupo / Fractura aloinjerto 

     Total          27         18          45 
                                             
         D           5          5          10 
         C           6          5          11 
         B          10          2          12 
         A           6          6          12 
                                             
     Grupo        0.00       1.00       Total
                  aloinjerto
                 Fractura del

. tab GRUPO Fracturadelaloinjerto
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Tras realizar la tabla de contingencia debemos analizar si se cumple el supuesto de que 

menos del 20% de las celdas tengan frecuencias esperadas menores a 5 para poder 

realizar una prueba de Chi cuadrado, por lo que se realiza el siguiente estudio (Fig. 54). 

 

 
Figura 54. Estudio de las frecuencias esperadas para ver si se cumple el supuesto 

necesario para realizar la prueba de Chi cuadrado. En él se observa que no se cumple 

dicho supuesto, por lo que se decide realizar una prueba exacta de Fisher. 

 

Dado que no se cumple el supuesto necesario para poder realizar una prueba de Chi 

cuadrado, decidimos realizar una prueba exacta de Fisher (Fig. 55). En dicha prueba no 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los diferentes grupos, p 

= 0.282. 

                  27.0       18.0        45.0 
     Total          27         18          45 
                                             
                   6.0        4.0        10.0 
         D           5          5          10 
                                             
                   6.6        4.4        11.0 
         C           6          5          11 
                                             
                   7.2        4.8        12.0 
         B          10          2          12 
                                             
                   7.2        4.8        12.0 
         A           6          6          12 
                                             
     Grupo        0.00       1.00       Total
                  aloinjerto
                 Fractura del

                      
  expected frequency  
      frequency       
                      
  Key                 
                      

. tab GRUPO Fracturadelaloinjerto, exp
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Figura 55. Prueba exacta de Fisher para detectar diferencias entre los grupos a nivel de 

fractura del aloinjerto. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas. 

 

Osteolisis periimplante 

Cuando analizamos la posible implicación del producto en la osteolisis periimplante, 

realizamos un estudio similar al que se llevó a cabo en la fractura del aloinjerto. En un 

primer momento se realiza una tabla de contingencia para posteriormente poder 

realizar un estudio de las frecuencias esperadas. En este caso, al igual que en la fractura 

del aloinjerto, tampoco se cumple el supuesto para realizar una prueba de Chi cuadrado, 

por lo que se decidió hacer un test exacto de Fisher (Fig. 56). En este caso encontramos 

que sí que existen diferencias estadísticamente significativas, pero en un primer 

momento no sabemos entre qué grupos, por lo que se decide realizar el mismo test 

comparando cada uno de los grupos con el resto. Una vez discernimos dónde se 

encuentran las diferencias, podemos decir que el grupo A presenta una diferencia de 

medias estadísticamente significativa (p = 0.01-0.04) con respecto a los grupos B, C y D. 

 

           Fisher's exact =                 0.282

     Total          27         18          45 
                                             
         D           5          5          10 
         C           6          5          11 
         B          10          2          12 
         A           6          6          12 
                                             
     Grupo        0.00       1.00       Total
                  aloinjerto
                 Fractura del

stage 1:  enumerations = 0
stage 2:  enumerations = 23
stage 3:  enumerations = 5
stage 4:  enumerations = 1
Enumerating sample-space combinations:

. tab GRUPO Fracturadelaloinjerto, exact
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Figura 56. Prueba exacta de Fisher para el estudio de la osteolisis periimplante. Se 

detectan diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 

 

  

. tabulate Grupo Osteolisisperiimplante if GRUPO==1 |  GRUPO==2, exact

           Fisher's exact =                 0.000

     Total          18         27          45 
                                             
         D           1          9          10 
         C           2          9          11 
         B           4          8          12 
         A          11          1          12 
                                             
     Grupo        0.00       1.00       Total
                 periimplante
                  Osteolisis

stage 1:  enumerations = 0
stage 2:  enumerations = 57
stage 3:  enumerations = 10
stage 4:  enumerations = 1
Enumerating sample-space combinations:

. tab GRUPO Osteolisisperiimplante, exact
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Evaluación mediante microscopía de fluorescencia  

En el estudio mediante microscopía de fluorescencia se pueden observar áreas de color 

azul correspondientes a la Oxytetracicline 25 mg/kg (Engemicina, MSD Animal Health) 

que se administró en el postoperatorio inmediato, y áreas de color verde que 

corresponden a la administración de Calcein Green 20 mg/kg (Calcein, C0875 Sigma-

Aldrich) a las 4 y 8 semanas (Fig. 57). 

 

 
Figura 57. Imagen de microscopía de fluorescencia (x100 aumentos) que se obtuvo de 

una muestra del grupo C (20G5), donde se pueden apreciar de manera evidente las 

bandas de Calcein Green, informando del patrón y velocidad de crecimiento. La 

aposición ósea es mucho más estructurada que en los grupos control A y B. 

 

Se evaluaron 16 muestras en total, 4 por cada uno de los grupos de estudio. En los 

grupos control nos encontramos ante un patrón de crecimiento/marcaje 

desestructurado (Fig. 58), sin ser lineal, que contrasta con los grupos experimentales, 

donde se observa un patrón mucho más lineal y estructurado.  
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Figura 58. Imagen de microscopía de fluorescencia (x100 aumentos) que se obtuvo de 

una muestra del grupo B (Control negativo). En ella se puede observar un patrón 

abigarrado, sin clara neoformación ósea, siendo difícil la observación de las bandas de 

fluorescencia, lo cual nos sugiere la falta de aposición de nuevo calcio. 

 

En el grupo experimental se observó una aposición más sincrónica, un tejido mucho más 

organizado, que nos lleva a pensar que se está produciendo un crecimiento óseo 

efectivo (Fig. 59). El uso de fluorocromos nos permite evaluar el proceso de formación 

ósea in vivo, pudiendo analizar la velocidad de crecimiento (Fig. 60). 
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Figura 59. Imagen de microscopía de fluorescencia (x100 aumentos) que se obtuvo de 

una muestra del grupo D (20P30). En ella resaltan las bandas lineares del marcaje 

fluorescente, indicativas de un crecimiento organizado propio de una neoformación 

ósea estructurada si éste es comparado con la imagen anterior del grupo control. La 

estructura del tejido óseo muestra la linealidad característica del hueso laminar, con 

lagunas celulares alargadas y estrechas colocadas en bandas, en las que el marcador 

fluorescente permite reconocer un patrón continuado y coherente de crecimiento de 

hueso maduro. La imagen en el ángulo superior izquierdo sugiere además una 

remodelación con osteonas de tipo haversiano del tejido más cercano a la cortical 

preexistente. 
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Figura 60. Imagen del grupo D (20P30) (x100 aumentos) en la que podemos observar la 

disposición de diversas bandas de marcaje. Esto nos permite evaluar otro punto del 

estudio, como se comentó con anterioridad, la posibilidad de poder calcular la tasa de 

aposición ósea, conociendo el tiempo en el que se administraron los marcajes y 

midiendo la cantidad de tejido entre ambos marcajes. 
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Evaluación mediante microscopía electrónica de barrido 

El estudio mediante microscopía electrónica de barrido se realizó a las 16 muestras que 

ya se habían analizado previamente en la microscopía de fluorescencia. Como hemos 

comentado anteriormente, se seleccionaron 4 muestras por grupo de estudio. 

En este tipo de microscopía, las imágenes se muestran en una escala de grises, por lo 

que se puede deducir que los colores más cercanos al blanco presentan una mayor 

densidad, lo que también corresponde a una mayor calcificación cuando se trata del 

hueso. Por lo contrario, los tejidos con tonos más cercanos al negro son tejidos menos 

densos, es decir, menos mineralizados e inmaduros (Fig. 61). 

 

 
Figura 61. Imagen del estudio donde se aprecia una visión general de todos los 

componentes de la zona de interés a x25 aumentos. En el centro de la imagen (blanco) 

se aprecia el clavo roscado, a sus lados podemos observar la zona de osteotomía 

proximal donde en la parte superior encontramos el hueso del huésped y en la parte 

inferior podemos ver el aloinjerto. Según su densidad presentan diferentes tonos en la 

escala de grises. 
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En las imágenes de los grupos control se observa un tejido óseo desorganizado por parte 

del huésped en la zona de las osteotomías, sin ningún indicio de intentar vascularizar el 

aloinjerto, que se presenta como un tejido óseo maduro desvitalizado. En esta imagen 

se aprecia poca actividad si lo comparamos con los grupos experimentales (Fig. 62). 

 

 
Figura 62. Imagen del grupo B (control negativo) a x25 aumentos. En esta imagen se 

observa en la zona central el clavo endomedular; a la izquierda de éste se encuentra el 

aloinjerto completamente desvitalizado con aspecto de hueso maduro, donde podemos 

ver un ataque osteoclástico en su zona más distal. En la parte más lateral de la imagen 

podemos ver la zona de fémur nativo, con cierta actividad neoformativa, pese a ello es 

evidente la falta de unión o de intento de integración por parte del huésped sobre el 

aloinjerto. 
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Figura 63. Imagen a x50 aumentos del grupo B (control negativo), donde podemos 

observar que, pese a una aceptable estabilidad del aloinjerto (derecha de la imagen), 

éste no presenta ningún signo de vitalidad. 

 

Cuando observamos las muestras de los grupos C y D (grupos experimentales), se 

pueden observar indicios y signos de una actividad angiogénica y osteoformadora en la 

interfase fémur-aloinjerto, es decir, signos de intentar integrar dicho aloinjerto. Es cierto 

que el tiempo de evolución (12 semanas) es insuficiente para poder apreciar una 

integración completa del aloinjerto, pero en las muestras del grupo experimental se 

aprecia una mayor actividad proliferativa si éstas se comparan con las imágenes del 

grupo experimental (Fig. 64). 
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Figura 64. Imagen de microscopía de barrido del grupo experimental C a x50 aumentos. 

En ella podemos observar un aloinjerto con cierta vitalidad, una zona de interfase 

huésped-aloinjerto con restos de una trabécula osteocartilaginosa característica de un 

proceso de consolidación encondral. Además, el aloinjerto presenta actividad 

proliferativa de tipo membranoso en el borde opuesto al implante. Se observan 

trabéculas formadas por hueso condroide recubiertas por un depósito linear de hueso 

laminar (ligeramente más oscuro que el de la cortical preexistente) rodeando lo que en 

imágenes posteriores (y en el trabajo de Gallardo-Calero y cols. de 2018) se reconocen 

como espacios vasculares, que son además mayores y más numerosos, a diferencia del 

aloinjerto maduro y desvitalizado que se presenta en los grupos control. Algunos de 

estos espacios vasculares están rodeados de al menos dos líneas concéntricas de lamelas 

óseas que constituyen osteonas de tipo haversiano. 
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Evaluación histológica 

En el análisis histológico independiente se puede observar la zona correspondiente al 

tejido óseo (color verde/azulado), que es el tejido mineralizado. El color 

anaranjado/marrón nos indica el tejido no mineralizado en muestras no descalcificadas 

mediante la tinción de Tricrómico de Masson Goldner. A través del estudio histológico 

podemos observar el proceso de angiogénesis que se produce en las muestras. En 

nuestro estudio, se comprueba que las muestras tratadas mediante el producto (Grupo 

C y D) presentan una mayor neoformación ósea y vascular, tanto es así que la 

organización del tejido óseo es superior a la que se observa en las muestras del grupo B 

(control negativo). En el estudio podemos comprobar la formación de nuevos vasos que 

promueven la osificación membranosa, sin observar estos signos en el grupo control. 

 

 
Figura 65. Muestra del estudio histológico del grupo B (control negativo). En la parte 

superior de la imagen se observa el aloinjerto femoral, completamente desvitalizado, 

sin signos de vascularización. En la misma imagen puede observarse el ataque 

osteoclástico en el aloinjerto, intentando ser reabsorbido por el organismo. En la parte 

inferior de la imagen se observa el clavo roscado endomedular.  
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Figura 66. Imagen histológica del grupo de estudio C (20G5). En ella se aprecia el 

aloinjerto con signos de vitalidad, como son la presencia de elementos vasculares entre 

las trabéculas y la de osteocitos nucleados en el tejido óseo. Apenas se puede observar 

presencia de tejido cartilaginoso, ni de la metacromasia que sería signo de osificación 

encondral. Las trabéculas están formadas por láminas de depósito inicial de hueso 

condroide, sobre el que se depositan láminas concéntricas de hueso laminar, con una 

estructura característica de la osificación de tipo membranoso. Esto indica que la 

neovascularización ha elicitado un crecimiento de tejidos óseos maduros, resistentes a 

las solicitaciones mecánicas a las que es sometida la estructura ósea. 
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Figura 67. Imagen histológica del grupo de estudio C (20G5) obtenida mediante 

microscopio óptico después de la tinción de Tricrómico de Masson Goldner. En esta 

imagen aumentada (x10) se puede observar la importante actividad angiogénica que se 

nos presenta en los grupos experimentales (vasos con eritrocitos en su interior) 

invadiendo el tejido óseo mineralizado (azul). 
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Figura 68. Imagen histológica del grupo de estudio D (20P30). Se nos presenta el 

fragmento no vascularizado del injerto, alejado del implante, con una notable zona de 

osteoclasia en la superficie más alejada del implante. En cambio, el fragmento situado 

en el ángulo inferior derecho de la imagen muestra evidentes signos de vitalidad, como 

son la presencia de elementos vasculares en los espacios entre las trabéculas. 
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Figura 69. Imagen histológica del grupo de estudio D (20P30), en la que el fragmento 

cercano al implante muestra abundantes signos de actividad proliferativa, como son la 

presencia de abundantes canales vasculares con eritrocitos en su interior, que están 

contorneados por células lineares depositando matriz extracelular ósea (“osteoide”) 

que muestra una intensa metacromasia. Los tejidos visibles en la mitad derecha de la 

imagen presentan signos de neovascularización como grandes espacios vasculares con 

presencia de elementos de la sangre que atraviesan tejido óseo de apariencia vital, con 

células ocupando las lagunas osteocitarias. 
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Figura 70. En el ángulo inferior izquierdo observamos el tejido óseo preexistente, con 

signos de remodelación, en forma de líneas cementantes, signo de actividad 

osteoclástica. En una de las lagunas de Howship observamos dos células que parecen 

formar parte de una lamela ósea neoformada, como las que rodean el vaso contiguo. 

Los tejidos superficiales, en los que son visibles lagunas celulares grandes, confluentes 

e irregulares dentro de una matriz extracelular intensamente metacromásica, presentan 

además una indudable conexión física con las fibras que se observan en el ángulo 

superior derecho de la imagen, lo que sugiere que se trata de fibras de Sharpey. 
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DISCUSIÓN 

Hoy en día, la mayoría de los esfuerzos en el campo de la cirugía reconstructiva 

osteoarticular van encaminados a intentar preservar la extremidad con la mayor 

funcionalidad posible, sin poner en riesgo la vida del paciente. Los avances en oncología 

musculoesquelética durante las últimas décadas han supuesto que los pacientes 

presenten unas mayores tasas de supervivencia sin necesidad de amputar la extremidad 

como único tratamiento posible (164). Como es lógico pensar, los pacientes a los cuales 

se les ofrece un salvamiento de la extremidad presentan una mejor calidad de vida 

comparados con aquellos que acaban en amputación (165,166). Es curioso como la 

literatura más reciente presenta tasas de supervivencia mayores y una menor 

recurrencia metastásica en aquellos pacientes que se trataron mediante un salvamiento 

de la extremidad. Esto puede ser debido a que los pacientes amputados presentan un 

peor pronóstico (167). Si bien es cierto que en el estudio de Bacci y cols. (3), con más de 

500 pacientes, se encontró que las tasas de recurrencia local eran similares entre el 

salvamiento de la extremidad y la amputación.  En la literatura encontramos estudios 

que demuestran que la cirugía de preservación de la extremidad no influye en la 

supervivencia de los pacientes con sarcoma de partes blandas y osteosarcoma 

(168,169).   

 

El éxito de un producto en el campo de la bioingeniería de tejidos, más allá de cuestiones 

como la disponibilidad de los materiales o su facilidad de fabricación, dependerá de la 

reacción biológica que es capaz de provocar in vivo, y de si dicho producto tiene un perfil 

de seguridad acorde a los establecidos por las autoridades sanitarias de los diferentes 

países. Los estudios in vitro se realizan en un primer momento en cultivos celulares para 

establecer las posibles interacciones biológicas, tales como la citotoxicidad, la 

proliferación celular y la inducción a la diferenciación, pasando al estudio en animales 

(in vivo) una vez se ha superado esta primera fase.  

 

Como bien se sabe, las modalidades adyuvantes como la quimioterapia y la radioterapia 

desempeñan un papel esencial en el tratamiento integrado de estos pacientes, y el 

cirujano debe ser consciente de que la interacción y coordinación entre las diversas 
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disciplinas de tratamiento es importante para proporcionar la secuencia más óptima. 

Sin embargo, a pesar de las múltiples ventajas que nos ofrecen, tanto la quimioterapia 

como la radioterapia tienen un efecto nocivo en nuestros pacientes asociando 

complicaciones como la inmunosupresión, úlceras inducidas y dehiscencias de la herida 

quirúrgica (170). Es por este motivo que el producto que queremos asociar no debe 

influir en el proceso de curación de los diferentes aspectos de la cirugía. 

 

Ya que el comportamiento celular en 2D (cultivos) es diferente al que se presenta en 3D, 

nace el interés de trasladar los avances a modelos animales (171). Se han realizado 

varios estudios sembrando osteoblastos o osteoblastos-like en polímeros degradables 

(172,33) para evaluar cual es el posible potencial de crecimiento celular y diferenciación, 

o bien si se produce una muerte celular. Sin embargo, estos estudios sólo nos muestran 

resultados sobre cultivos, en condiciones estáticas. Para poder valorar estos perfiles 

correctamente deben realizarse estudios dinámicos en 3D, donde el material trabaja 

sobre unas condiciones diferentes. Por la literatura sabemos que el ácido poliláctico no 

es citotóxico y que el fosfato cálcico fue testado con anterioridad por parte del grupo de 

biomateriales del IBEC, habiéndose podido observar las capacidades que tenían la 

combinación de ambos a diferentes concentraciones, y que la presencia de partículas de 

vidrio parece mejorar la diferenciación celular (29,173). De la misma manera, en nuestro 

estudio el producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra 

de ácido poliláctico no presenta un incremento de la dehiscencia de la herida quirúrgica 

ni un aumento de las complicaciones asociadas a la cirugía. 

 

Los materiales que se utilizan en el campo de la bioingeniería deben cumplir una serie 

de criterios para ser considerados óptimos. Principalmente, deben ser biocompatibles, 

bioactivos y actuar como un molde que active a las células con el objetivo de integrarse 

en el entorno biológico y desencadenar respuestas celulares específicas. Los materiales 

acelulares también deben degradarse a una velocidad adecuada para permitir que estos 

procesos tengan lugar durante la reabsorción progresiva. En el caso ideal, el material 

introducido debe generar una serie de respuestas mientras es reabsorbido, evitando así 

nuevas cirugías para su extracción (32,174). En nuestro estudio pudimos observar como 

el material se había reabsorbido a las 12 semanas postoperatorias, sin encontrar 
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ninguna sustancia macroscópica en la cirugía de obtención de muestras. Es por este 

motivo que se confirma uno de los principios fundamentales de los biomateriales que 

no queremos que den un soporte durante largos periodos de tiempo. La 

biodegradabilidad de un implante es muy importante e incluso puede ser crítica a la hora 

de promover la capacidad inherente del cuerpo de regenerar y actuar como un 

promotor celular. Si se liberan subproductos tóxicos durante la degradación de un 

biomaterial, el tejido sano local puede verse afectado, alterando el proceso de 

reparación.  

 

A la hora de analizar un biomaterial se deben tener en cuenta muchos parámetros como 

la arquitectura, la porosidad, la hidrofilia, la cristalinidad y la composición química, ya 

que todos pueden afectar a los mecanismos de biodegradación (175). Esto depende de 

su diseño y, más precisamente, de sus componentes y método de fabricación. 

Dependiendo del uso clínico y del tejido objetivo, se necesitan diferentes propiedades 

del material. En nuestro caso, se buscaba un material que indujese a la regeneración 

ósea y sobretodo a la angiogénesis sin necesidad de dar soporte estructural, ya que esto 

quedaba resuelto mediante el aloinjerto. Por lo tanto, una vez realizada la tarea de 

inducción ósea y proliferación vascular, el material debía degradarse.  

 

Es en el campo de la bioingeniería ósea donde los biomateriales híbridos hechos de 

polímeros sintéticos o biodegradables y vidrios bioactivos son compuestos interesantes, 

ya que pueden formar una interfaz estable entre el implante y el tejido del huésped e 

incluso desencadenar las respuestas celulares deseadas (176,177). Cuando se une una 

fase inorgánica a una orgánica permite un mejor control de la degradación de la matriz 

polimérica, gracias a un aumento en la hidrofilia, así como en la nanoporosidad, 

aumentando el área de superficie y mejorando la degradación hidrolítica. Algunos 

polímeros, como el ácido poliglicólico o poliláctico, tienden a degradarse más 

rápidamente in vivo en comparación con otros polímeros como la policaprolactona 

(alifático, es decir, de cadena abierta), que permanece durante más tiempo en el cuerpo 

después de su implantación (178–180). Por lo tanto, al combinar estas dos familias de 

materiales, como en nuestro caso el ácido poliláctico con fosfato cálcico, se pueden 

producir implantes completamente bioabsorbibles con propiedades mecánicas y 
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bioactivas. A pesar de todo esto, la biodegradación es un mecanismo complejo, 

influenciado por varios factores biológicos, como por ejemplo el pH, el oxígeno y la 

actividad enzimática, por lo que es difícil lograr un control exacto del proceso.  

 

Si bien es cierto que clásicamente los biomateriales en el campo de la reparación ósea 

habían sido osteoconductores, es decir, capaces de promover la migración de las células 

a través del material, en los últimos años los esfuerzos se han centrado en la 

osteoinducción de los materiales, definida como la capacidad de inducir a células 

osteoprogenitoras indiferenciadas que aún no están comprometidas con el linaje 

osteogénico (181). De esta manera, subimos un escalón en el tratamiento de los grandes 

defectos óseos.  

 

El mecanismo por el cual un biomaterial tiene capacidades osteoinductoras es complejo 

y faltan estudios para determinar el proceso exacto; sin embargo, lo que sí sabemos es 

que un número creciente de materiales han demostrado tener potencial osteoinductivo, 

y esto se observa al implantarlos en sitios heterotópicos como el músculo o el tejido 

subcutáneo de varios modelos animales (182). Estos estudios demuestran la formación 

de hueso heterotópico por biomateriales como la hidroxiapatita, el fosfato tricálcico, el 

fosfato cálcico bifásico y el fosfato de octacalcio en varios modelos animales (34,183–

185). Mientras que la osteoconducción se ha demostrado en ciertos polímeros y metales 

porosos, los biomateriales con potencial osteoinductivo son principalmente cerámicas 

o biovidrios de fosfato de calcio. Se intentan obtener composiciones químicas cercanas 

a la del mineral óseo, y en este sentido los compuestos de fosfato cálcico han despertado 

un interés considerable en la regeneración ósea.  

 

Biológicamente, los biovidrios poseen las propiedades de osteointegración y 

osteoconducción. Al contactar con un medio acuoso fisiológico, los iones de calcio y 

fosfato presentes precipitan en cristales de hidroxiapatita y forman un fuerte enlace 

químico con el hueso. Es en este punto donde el termino bioactivo hace referencia a su 

unión directa con el hueso. Si bien cierto que el fosfato cálcico ha demostrado el mayor 

potencial osteoinductivo entre los materiales sintéticos, su fragilidad intrínseca limita su 

uso como sustituto del injerto óseo en sitios de carga. Pero como ya hemos comentado, 
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en nuestro caso no era necesario que el biomaterial realizase la función de soporte 

estructural, ya que esta necesidad se veía cubierta por el aloinjerto femoral. Así, el 

principal objetivo era intentar favorecer la osteointegración del mismo, y los estudios 

que se fueron realizando a lo largo del experimento confirmaron su capacidad. 

 

Al final hay que entender que la combinación de polímeros y cerámicas ofrece 

numerosas oportunidades para mejorar las propiedades de las cerámicas mientras 

conservan su bioactividad. Por ejemplo, el ácido poliláctico, utilizado en nuestro estudio, 

es un poliéster alifático biocompatible y biodegradable, que, junto al fosfato cálcico, 

forman un excelente compuesto. Se obtiene por la polimerización por apertura del anillo 

del dímero cíclico del ácido láctico. El polímero derivado del monómero natural L-láctico 

presenta un elevado grado de cristalinidad (37%). El material tiene alta tensión y baja 

elongación, lo que lo convierte en un material muy adecuado en el mundo de la 

regeneración ósea por su capacidad de soportar fuerzas. Se ha podido demostrar que la 

adición de micropartículas de fosfato cálcico o hidroxiapatita al ácido poliláctico 

aumenta la resistencia a la compresión y a la flexión de una manera dosis-dependiente 

(186). Aunque en este caso no debía dar un soporte estructural (ya teníamos el 

aloinjerto), es interesante su capacidad de poder soportar las fuerzas de tensión durante 

el postoperatorio inmediato. De manera similar, la resistencia a la tracción del ácido 

poliláctico mejoró con la incorporación de hidroxiapatita. Fueron Nejati y cols. quienes 

demostraron que el tamaño de las partículas de cerámica se puede utilizar para adaptar 

las propiedades mecánicas de los compuestos: las nanopartículas aumentaron la 

resistencia a la compresión del compuesto en comparación con las micropartículas, lo 

que lo hace comparable al hueso esponjoso (187).  

 

Un tema a discutir dentro del análisis del estudio fue cómo se decidió la selección del 

tipo de fijación del aloinjerto. No existe una clara evidencia a favor de un sistema u otro 

a la hora de realizar una fijación que proporcione un ambiente ideal para su integración. 

Cuando nos fijamos en el enclavado endomedular del aloinjerto, vemos que se asocia 

una mayor tasa de pseudoartrosis y de reintervención (188). Hay autores que defienden 

que montajes más estables con fijaciones más rígidas pueden incrementar las tasas de 

integración del aloinjerto al huésped, como fue postulado por Vander Griend y cols. 
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(189). Estos mismos autores destacan que pese a una fijación interna estable no está 

exento de complicaciones, hallando la fractura del aloinjerto como una de las más 

temidas. Se ha podido asociar dicha fractura con la penetración de la cortical del 

aloinjerto por parte del implante, cosa que sucede en mayor grado con las placas (190).  

 

Un factor determinante para decantarnos sobre el tipo de osteosíntesis que debíamos 

realizar fue la experiencia del grupo con el uso de enclavados endomedulares a través 

de una aguja de Kirschner roscada en un modelo animal en rata. Es cierto que existen 

placas y fijadores externos compatibles con el fémur del animal, que pueden aportar 

una fijación correcta al aloinjerto, pero dada la falta de evidencia y los buenos resultados 

obtenidos en estudios previos, se decidió continuar con la misma técnica (26). El 

procedimiento se basaba en colocar una aguja de Kirschner roscada a través de la 

resección femoral de manera retrógrada, para a continuación pasarla desde el trocánter 

mayor de manera anterógrada junto al aloinjerto. Esto nos permite disminuir la tasa de 

penetración cortical que está reportada en la literatura, evitando también la 

penetración en la rodilla (158).  

 

Como ya conocíamos, la limitación de esta técnica es la incapacidad de dar estabilidad 

rotacional al aloinjerto, posiblemente siendo uno de los principales motivos de la 

osteolisis periimplante que presenta nuestra serie, además de la morfología propia del 

fémur, que es más ancho en la metáfisis, por lo que la osteotomía distal queda menos 

fijada. Sabemos que compañías dedicadas al material de osteosíntesis en animales 

roedores han diseñado un implante endomedular bloqueado (RatNail, RISystemâ) que 

podría ayudar a disminuir la osteolisis que se produce por el micromovimiento del 

implante, pero valoramos la experiencia del equipo investigador con la osteosíntesis 

mediante la aguja roscada. 

 

Hay que ser capaces de entender cuales son las potenciales complicaciones que nos 

podemos encontrar al tratar un defecto femoral masivo con una reconstrucción 

mediante aloinjerto. Uno de los principales enemigos del cirujano que se dedica a la 

cirugía reconstructiva osteoarticular es la infección, ya sea por las grandes cirugías que 

se realizan, o bien por el tipo de paciente que se trata. Es una de las complicaciones más 
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frecuentes y graves, siendo los organismos Gram positivo los causantes de la mayoría 

de estas infecciones (Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus) (191).  

 

Existen factores que aumentan la incidencia de infecciones en este tipo de cirugía como 

son los inherentes a la implantación del aloinjerto, tiempo quirúrgico prologando, 

resecciones amplias, paciente inmunodeprimido, etc. También juegan un papel 

fundamental los tratamientos adyuvantes de radioterapia y quimioterapia. Por otra 

parte, la poca penetración de los antibióticos a nivel del aloinjerto. La mayoría de las 

series hablan de hasta 10-15% de infecciones (192).  

 

Es cierto que la rata presenta una capacidad innata para sobrevivir y que su índice de 

infección es mucho menor que el del ser humano, pese a eso, todos los procedimientos 

fueron llevados a cabo bajo estrictas medidas de esterilidad en el quirófano del 

estabulario. Incluso siendo rigurosos con la esterilidad del medio, presentamos unas 

tasas de infección considerable, hasta el 50% en el grupo control A (sin producto). En 

cambio, en los grupos de investigación experimental los índices de pseudoartrosis 

séptica se reducen de manera drástica, donde sólo encontramos un caso por grupo. Es 

posible que la mayor experiencia de los investigadores haya resultado en un mayor 

refinamiento de la técnica quirúrgica y disminución del tiempo intraoperatorio, pero 

incluso valorando esta opción las tasas de infección son elevadas en los grupos control 

A y B. Por otro lado, el poder angiogénico y osteoformativo del producto contribuye a 

disminuir el riesgo de pseudoartrosis séptica. 

 

Otra de las complicaciones clásicas de los aloinjertos es la falta de consolidación o 

integración al hueso del huésped. Como ya hemos comentado con anterioridad, la 

consolidación se dificulta cuando el aloinjerto no está mecánicamente estable. En el ser 

humano el tiempo de integración varía desde los 3 meses hasta los 2 años dependiendo 

de diversos factores. El aloinjerto de esponjosa se integra alrededor de los 6 meses y los 

corticales se pueden demorar hasta 2 años. Dentro de los factores que influyen en la 

consolidación tenemos la edad, tipo de osteosíntesis, tipo de unión y tratamientos 

asociados, entre otros. En general, las diferentes series muestran tasas de 

pseudoartrosis que van desde el 2% para uniones metafisiarias hasta el 20%-30% para 
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uniones diafisiarias (193), incluso hay autores que postulan que sólo el 25% de los 

aloinjertos se integran (16).  

 

La fractura es una complicación grave en este tipo de reconstrucción; sin embargo, no 

existe un consenso general sobre el manejo de esta complicación y existe poca 

información sobre los resultados del tratamiento de fracturas. En la serie de 

publicaciones encontramos que la tasa de fractura varía desde el 7 al 30%, dependiendo 

de los autores (9,10,15,16,18,19,194). Es por este motivo que nuestro grupo 

investigador lleva años tratando de mejorar los resultados en la integración de los 

aloinjertos estructurales, utilizando un modelo animal en rata como estudio preclínico.  

 

Ya pudimos demostrar mediante microCT la falta de unión a las 4, 6 y 10 semanas de los 

grupos control del proyecto sobre la revitalización que aportaba un colgajo de periostio 

vascularizado. Incluso en un modelo animal como la rata que presenta una tasa de 

curación mayor, el aloinjerto por si sólo presenta una tasa de pseudoartrosis elevada 

(26). En nuestro estudio actual se ha podido comprobar que dicha pseudoartrosis 

persiste a las 12 semanas postquirúrgicas cuando se trata del grupo control o control 

negativo (Fig. 71). 
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Figura 71. MicroCT comparativo entre el grupo control y el grupo experimental a las 12 

semanas postoperatorias. En la imagen de la izquierda se aprecia una clara 

pseudoartrosis del aloinjerto, con una importante osteolisis alrededor del producto, 

signos de falta de estabilidad del montaje de osteosíntesis. Por lo contrario, en la imagen 

de la derecha, que es una muestra del grupo experimental, se aprecia una estabilidad 

del constructo, sin una osteolisis aparente y con indicios de integración de las 

osteotomías, con el fin de poder estabilizar el aloinjerto. 

 

En cambio, de la misma manera que en el estudio anterior de nuestro grupo de 

investigación (26), a través del microCT se pudo observar un aumento de las tasas de 

consolidación en los grupos experimentales. Esto concuerda con la línea de investigación 

que desde hace años sigue el grupo de biomateriales del IBEC. Esta institución es 

referente internacional, donde llevan años investigando en la regeneración ósea a través 

de materiales compatibles con el organismo (27,29,173).  
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Uno de los puntos más importantes de nuestro trabajo es valorar la capacidad que 

parece tener la asociación de un producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato 

cálcico en la integración del aloinjerto femoral en el modelo animal en rata. En nuestro 

estudio se presentan tasas de consolidación que mejoran con la aportación de los 

diferentes biovidrios de fosfato cálcico, encontrando diferencias estadísticamente 

significativas en comparación con los grupos de control.  

 

Las tasas de consolidación proximal fueron superiores a la consolidación distal, esto 

puede ser explicado por una mejor vascularización a nivel de la osteotomía proximal y 

una mayor estabilidad del foco de fractura. A nivel de la osteotomía distal sólo 

encontramos diferencias entre los grupos controles y el grupo experimental D. Uno de 

los supuestos que creemos que puede haber provocado esta falta de diferencias con el 

grupo C es, como se comentó anteriormente, la insuficiente estabilidad que aporta el 

clavo a nivel más distal por la propia morfología femoral y el número reducido de la 

muestra. 

 

No podemos olvidar el poder limitado del biovidrio de fosfato cálcico, cuyo objetivo 

principal es intentar mejorar la integración del aloinjerto, siendo conscientes del efecto 

de éste. Quizá el hecho que mejor nos orienta sobre la participación del producto en 

favorecer la integración del aloinjerto es la capacidad de inducir una mayor tasa de 

consolidación en comparación a los grupos controles. Podemos observar, por lo menos, 

un incremento de la formación de puentes óseos en dichos grupos experimentales (Fig. 

72).  
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Figura 72. Imagen de microCT del grupo experimental centrada en la osteotomía 

proximal, donde se aprecia la formación de puentes óseos. A nivel proximal del fémur 

no se observa osteolisis, lo que se traduce en una correcta estabilidad del implante. 

  

A través del estudio con el marcaje con fluorocromos en diferentes fases del 

seguimiento postoperatorio (0 semanas – 4 semanas – 8 semanas) se pudo observar la 

tasa de aposición ósea que nos explica a qué velocidad se ha producido la formación de 

hueso. Estas tasas son muy variables, ya que dependen de la zona de medición. Lo que 

sí que se puede observar es el patrón mucho más organizado de los grupos de estudio C 

y D; en contrapartida podemos ver una formación ósea mucho más desorganizada en 

los grupos control, con escasa formación lineal de los marcajes con fluorescencia. Se 

observa que se producía una aposición ósea sincrónica y mucho más organizada si 

comparamos los diferentes grupos (experimental vs control) (Fig. 73) (Fig. 74).  

 

Todo esto va en concordancia con los resultados obtenidos hasta el momento, tanto los 

datos clínicos como radiológicos. Nuestra hipótesis parece ir cogiendo fuerza a medida 
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que vamos analizando las diferentes pruebas realizadas a las muestras. El biovidrio de 

estudio induce una formación ósea más efectiva, quizá debido a su efecto angiogénico, 

que favorece un ambiente idóneo para la neoformación ósea. Si lo comparamos con la 

línea de investigación del grupo, parece que este producto podría facilitar el ambiente 

necesario para la integración del injerto intercalar, del cual ya pudimos mejorar las tasas 

de consolidación mediante la asociación de un colgajo de periostio vascularizado (26). 

Hoy en día podemos encontrar numerosas publicaciones que corroboran que la 

asociación de el ácido poliláctico con el fosfato cálcico tiene función osteoconductora y 

osteoinductora ya sea in vitro como in vivo (195–198).  

 

 
Figura 73. Imagen de microscopía de fluorescencia del grupo experimental C (20G5). En 

ella se aprecia un patrón de crecimiento entre los diferentes marcajes fluorescentes 

Calcein Green. Entre ambos se pude calcular la tasa de aposición ósea (crecimiento y 

velocidad). El patrón de disposición es lineal, dando una crecimiento organizado y 

efectivo del hueso formado. 
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Figura 74. Imagen de microscopía de fluorescencia del grupo control A, donde no se 

observa ningún marcaje, es decir, no se presenta un patrón de neoformación ósea lineal 

y estructurado, cómo tampoco un depósito de calcio que debería contener dichos 

marcadores. No es posible calcular la tasa de aposición ósea. 

 

 
Figura 75. Imagen de microscopía de fluorescencia del grupo experimental tras realizar 

un stitching, proceso por el cual se combinan múltiples imágenes para producir una 
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imagen panorámica. Podemos observar claramente la disposición sincrónica de la 

formación ósea en el grupo experimental. Las bandas lineares del marcaje fluorescente 

nos hablan de un crecimiento organizado, de una neoformación ósea estructurada. La 

estructura del tejido óseo muestra la linearidad característica del hueso laminar, con un 

marcador fluorescente que permite reconocer como un patrón continuado y coherente 

de crecimiento de hueso maduro. 

 

Tras el estudio mediante la microscopía de fluorescencia, se procedió a realizar la 

microscopía de barrido. En este punto se analiza la calidad y vitalidad del tejido óseo 

mediante la emisión de electrones que reflejan la superficie del material, que penetran 

en el bloque y son captados por un detector en ángulo; el microscopio es capaz de 

obtener imágenes de elementos pesados y darnos imágenes en una escala de grises.  En 

esta parte del estudio observamos que los grupos controles no presentaban ningún 

signo de revitalización del aloinjerto, incluso en diversas muestras se observaron zonas 

de reabsorción del injerto óseo por parte de los osteoclastos.  

 

En contrapartida, pudimos obtener imágenes sugestivas de un remodelado óseo en la 

zona de la osteotomía, con un incremento de la vascularización y del tejido óseo 

inmaduro intentando organizarse ya en un sistema similar al tejido maduro (Fig. 76). 

Posiblemente, para poder apreciar una mayor integración del aloinjerto en las pruebas 

de imagen, deberíamos haber ampliado el tiempo para la extracción de muestras (12 

semanas), pero ya presentamos en el trabajo del colgajo de periostio vascularizado 

sobre un aloinjerto femoral en el mismo modelo animal que se observaban signos de 

integración a las 10 semanas (26). Seguramente la capacidad de favorecer el proceso de 

integración del aloinjerto es superior si se asocia una estructura vital vascularizada como 

es un colgajo de periostio con todas sus propiedades biológicas, pero este no está exento 

de comorbilidades en caso de realizarlo en un paciente. Nuestro producto es un 

coadyuvante que favorece la angiogénesis y el ambiente para que dicha integración 

puede producirse, sin necesidad de aumentar la agresión quirúrgica. 
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Figura 76. Imagen de microscopía electrónica de barrido a x25 aumentos en la que 

podemos observar la vitalidad característica de un proceso de consolidación encondral. 

Además, presenta actividad proliferativa de tipo membranoso en el borde. Se observan 

trabéculas formadas por hueso condroide recubiertas por un depósito linear de hueso 

laminar y se reconocen espacios vasculares, que son además mayores y más numerosos, 

a diferencia del aloinjerto maduro y desvitalizado que se presenta en los grupos control. 

Algunos de estos espacios vasculares están rodeados de líneas concéntricas de lamelas 

óseas que constituyen osteonas de tipo haversiano. 

 

Un factor fundamental a tener en cuenta cuando se intenta evaluar al proceso de 

consolidación del aloinjerto óseo es la angiogénesis, ya que es primordial para que la 

integración de segmento óseo introducido sea efectiva. Ya en trabajos previos del grupo 

de la Dra. Engel del IBEC se demostró el potencial de membranas basadas en fibra de 

ácido poliláctico que contienen fosfato cálcico para provocar la angiogénesis in vivo, en 

un modelo subcutáneo en ratones (199). Posteriormente, publicaron la acción del 

producto en un modelo de defecto óseo en rata, pensando que se podría favorecer la 

formación ósea a través de mejorar la angiogénesis (200).  
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Cuando se intenta abordar la regeneración ósea en nuestros pacientes solemos 

encontrarnos con una gama de limitaciones como suelen ser la edad y la pluripatología 

concomitante, es por ese motivo que un producto que favorece la angiogénesis puede 

jugar un papel en este campo de la medicina. Con el fin de poder ofrecer un tratamiento 

más eficaz e intentando disminuir las complicaciones asociadas a los aloinjertos, 

pensamos que el hecho de introducir un producto a base de ácido poliláctico que libera 

fosfato cálcico, entre otros, pude favorecer la integración. Es en esta nueva visión que 

hemos sido capaces de demostrar que hay un incremento del proceso de neoformación 

de vasos en los grupos donde se asociaba el producto (Fig. 77).  

 

 

Figura 77. Imagen histológica con abundantes signos de actividad proliferativa como son 

la presencia de abundantes canales vasculares con eritrocitos en su interior y que están 

contorneados por células lineares depositando matriz extracelular ósea (“osteoide”) 

que muestra una intensa metacromasia. 

 

De hecho, una crítica que se nos podría realizar es por qué asociamos factores de 

crecimiento de la vascularización o células madre que puedan inducir a ésta, pero estos 
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productos no están exentos de unos  costes elevados y a menudo presentan problemas 

con la duración de la exposición a los factores de crecimiento y con el supervivencia de 

las células (201). Además, debido a los riesgos inherentes del uso de células madre y 

factores de crecimiento, éstos no deben ser utilizados en pacientes que han sufrido un 

cáncer, que justamente son en muchas ocasiones los que deben ser sometidos a 

procesos reconstructivos de la extremidad (202).  Es por este motivo que creemos que 

el producto que se estudia podría tener una implicación clínica en la mayoría de los 

pacientes, una vez confirmada su efectividad en el ser humano. Las partículas de fosfato 

cálcico con capacidad para liberar iones de calcio bioactivos, de forma controlada, son 

un enfoque alternativo y rentable para lograr un proceso de neoformación ósea.  

 

Sabemos que el aumento rápido de la concentración local de iones de calcio induce a la 

migración, la maduración y la organización de los progenitores endoteliales, y que estos 

materiales podrían provocar la expresión local de factores angiogénicos (199). Por otro 

lado, hay que resaltar que estos productos de fosfato de calcio son una alternativa 

prometedora para para lograr mayores tasas de liberación de iones controlados, ya que 

es fundamental para la curación o integración ósea que la estimulación por parte de los 

iones de calcio sea lenta y sostenida en el tiempo. Es por este motivo que podemos 

justificar el interés creciente en el desarrollo de biomateriales bioactivos que pueden 

modular el proceso de angiogénesis durante la regeneración del tejido óseo.   

 

Una de las limitaciones con respecto a los biomateriales de este tipo reside en su rápida 

degradación, después de inmersión en líquido y, por lo tanto, liberación acelerada de 

iones en los primeros días, para pasar a continuación a una tasa de liberación 

relativamente lenta (177). Por lo tanto, se ha estudiado la manera de poder producir 

una liberación más sostenida y constante en el tiempo, y parece ser que a través de la 

introducción de una fase nanocristalina se puede obtener dicho objetivo de liberación 

de calcio. Además, el producto diseñado por el IBEC contrasta con los materiales de 

fosfato de calcio que generalmente presentan un caída de pH dramática e inmediata, 

debido al mecanismo de liberación (177). Este producto presenta una mínima variación 

del pH, por lo que se entiende que disminuye la muerte celular de los osteoblastos y la 

liberación de citocinas proinflamatorias por las células osteoblásticas (203). Estudios 
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previos han demostrado que niveles elevados de Ca2+ podrían promover el 

reclutamiento de células progenitoras de médula ósea en vivo, regulan las proteínas 

morfogenéticas óseas, favorecen la síntesis de colágeno tipo I mediante células 

osteoblásticas  y modulan la osteoinducción de células madre mesenquimales (204,205). 

 

Nosotros hemos sido capaces de demostrar mediante el estudio histológico y de 

microscopía que dicho material favorece e induce a la angiogénesis, por lo tanto, es de 

suponer que el calcio y sus niveles juegan un papel importante en la proliferación, 

quimiotaxis y diferenciación de las células. Los niveles de calcio pueden actuar como 

reguladores paracrinos para diversas funciones celulares, y se puede suponer que unos 

niveles locales elevados y mantenidos de calcio pueden inducir el reclutamiento de 

células capaces de favorecer tanto un medio proangiogénico como de mantener la 

formación de hueso.  
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Limitaciones del estudio 

 

Nuestro estudio se basa en un modelo animal en rata de cepa Sprague-Dawley en el cual 

creamos un defecto óseo crítico en el fémur del animal. Este modelo fue validado por 

Poser y sus colaboradores (156), y como todo modelo animal tiene sus limitaciones a la 

hora de trasladar los resultados sobre la especie humana. En concreto, la rata como 

modelo animal no presenta similitudes biomecánicas, su potencial de curación es mucho 

mayor y presenta tasas de supervivencia muy elevadas tras procedimientos 

especialmente agresivos. Inclusive la tasa de infección es mucho menor de lo esperado, 

si lo comparamos con el ser humano o especies de mayor tamaño. Por otro lado, nuestro 

trabajo es un estudio preclínico, por lo que trae asociado un conjunto de limitaciones 

inherentes a este tipo de investigación. 

 

Otra de las limitaciones de nuestro estudio es conocer cual es la cantidad idónea de 

biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico para llegar a favorecer la consolidación del 

aloinjerto. Tampoco podemos asegurar que las cantidades introducidas dentro del 

modelo animal sean exactamente las mismas, pese a que se colocaron dimensiones del 

biovidrio similares, tratando de ser exactas. Es por esto que creemos que en un futuro 

se deberían testar diferentes concentraciones de un mismo producto con tal de poder 

discernir una cantidad mínima que favoreciese la integración del aloinjerto. Además, 

creemos sensato explicar cual es el principal efecto observado en el producto, siendo 

este un aumento considerable de la angiogénesis si lo comparamos con los grupos 

control, pero que todavía dista de las tasas de consolidación reales que nos gustaría 

obtener en nuestros pacientes. Pese a que su morbilidad es escasa en el procedimiento 

quirúrgico, hay que ser conscientes del efecto que este producto puede producir sobre 

una zona de transición entre el hueso propio y el aloinjerto. 

 

Nuestro modelo de fijación presenta como complicación más destacable la osteolisis 

que se formaba alrededor del implante. Esto es debido a que no aporta una excelente 

fijación y estabilidad rotacional, hechos que son fundamentales para la consolidación. 

Por eso creemos que implantes bloqueados como clavos o placas hubiesen aportado 
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una mayor fijación al constructo diseñado, pudiendo eliminar la variable de la ecuación 

en la consolidación. 

 

Seguramente se debería haber realizado un estudio transversal en diferentes momentos 

de la evolución de la consolidación. En nuestro caso se decidió escoger las 12 semanas 

basándonos en la experiencia del grupo investigador (26), tratando de seguir una línea 

de investigación similar a estudio previos y aprendiendo de los posibles errores. 

 

Con todo esto, el grupo investigador quiere poner de manifiesto las limitaciones 

referentes al estudio, explicando de manera clara cuales han podido ser las variables 

que influyen en nuestros resultados sin poder cuantificar su efecto. 
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Implicaciones en la práctica clínica 

 

Todo estudio experimental en el campo de la medicina tiene como objetivo la traslación 

hacia el ser humano, por lo tanto, nuestro objetivo principal fue intentar demostrar la 

posible implicación del producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato de calcio 

embebido en ácido poliláctico en la osteointegración del aloinjerto utilizado para 

solventar el defecto femoral segmentario. 

 

Con nuestro estudio hemos podido comprobar que el producto de estudio presenta una 

influencia positiva en la tasa de consolidación del aloinjerto femoral en el modelo animal 

en rata o, como mínimo, crea un ambiente favorable para que dicho proceso se 

produzca, aumentando la angiogénesis.  

 

El trabajo de años de investigación del IBEC en este campo, junto a la experiencia del 

grupo investigador de ingeniería tisular musculoesquelética (26,29,173,206), han dado 

el fruto de una simbiosis entre dos instituciones nacionales con ganas de avanzar en el 

campo de la regeneración ósea, aprovechando cada uno de los recursos que ambos 

equipos pueden aportar. Cada día es más frecuente y necesaria la colaboración entre 

diferentes equipos, formando unidades de investigación multidisciplinares, con el 

objetivo de poder potenciarnos mutuamente.  

 

Como es conocido, la tasa de pseudoartrosis en los aloinjertos femorales para el 

tratamiento de pacientes oncológicos, traumáticos o sépticos, ronda entre el 12 y el 57% 

(10,16,18,194,207), presentando un elevado numero de complicaciones en nuestros 

pacientes. Por lo tanto, el mundo de la cirugía reconstructiva osteoarticular necesita 

técnicas que puedan reducir el índice de complicaciones en este tipo de cirugías. Es 

cierto que las técnicas microquirúrgicas que aportan vascularización (22,24–26) para 

intentar fomentar la consolidación han mostrado unos resultados prometedores, pero 

éstas no están exentas de morbilidad y complicaciones añadidas (25). Por lo tanto, con 

este estudio se intenta buscar un material externo que no implique una morbilidad 

añadida en el paciente y que pueda incrementar la tasa de consolidación, siendo una 

alternativa para el equipo médico que trata a este tipo de pacientes.  
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Hoy en día carecemos de un tratamiento idóneo para poder tratar este tipo de patología, 

por eso cada aportación a la mejora de los resultados quirúrgicos nos sirve para avanzar 

en el campo de la cirugía reconstructiva ósea. 

 

A pesar de ello, los estudios prospectivos y randomizados que puedan verificar los 

avances que realiza nuestro grupo de investigación son necesarios. Por este motivo 

esperamos que en los próximos años el campo de la investigación en biomateriales 

pueda garantizar el uso de un producto que facilite la osteointegración ósea, mejorando 

así la cirugía reconstructiva de nuestros pacientes. 
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CONCLUSIONES 

 

1. Un producto a base de biovidrio nanoparticulado de fosfato de calcio embebido 

en fibra de ácido poliláctico no interfiere en el proceso de cicatrización del 

abordaje quirúrgico, no aumenta la tasa de dehiscencia de la herida quirúrgica 

ni está asociado a una mayor morbimortalidad del procedimiento quirúrgico. 

 

2. La asociación de un producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato de calcio 

embebido en fibra de ácido poliláctico a un aloinjerto óseo estimula la 

angiogénesis. 

 

3. La asociación de un producto de biovidrio nanoparticulado de fosfato de calcio 

embebido en fibra de ácido poliláctico a un aloinjerto óseo promueve y acelera 

el proceso de neoformación ósea y favorece la osteointegración del aloinjerto 

mediante una osificación intramembranosa. 

 

4. Las dos composiciones del biovidrio nanoparticulado de fosfato de calcio 

embebido en fibra de ácido poliláctico no presentan diferencias significativas en 

su capacidad de estimular la osteointegración ni la angiogénesis. 

 

5. La capacidad de inducir la osteointegración y la angiogénesis de un biovidrio 

nanoparticulado de fosfato de calcio embebido en fibra de ácido poliláctico 

hacen de este biomaterial una alternativa a considerar en investigación 

traslacional y su futura aplicación en cirugía reconstructiva de defectos óseos 

segmentarios. 
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ANEXO 

Comité de ética de experimentación animal (CEEA) 

 

 

Generalitat de Catalunya 
Departament de Territori i Sostenibilitat 
Direcció General de Polítiques Ambientals  
i Medi Natural 
 
 
 

Doctor Roux, 80 
08017 Barcelona 
Tel. 93 567 42 00 
Fax 93 280 33 20 
http://territori.gencat.cat  
 

 
RESOLUCIÓ 
 
Assumpte: autorització de projecte d’experimentació núm. 9535 
 
 
Identificació de l'expedient 
 
Expedient núm. FUE-2017-00509217 relatiu a la sol·licitud d’autorització d’un projecte 
d’experimentació amb animals.  
 
 
Antecedents 
 
 

1. El centre usuari Vall d’Hebron Institut de Recerca va presentar sol·licitud 
d’autorització per a l’execució del projecte d’experimentació:  

 
a. Títol: “Estudio preclínico sobre la revitalización de aloinjertos óseos mediante 

el uso de un biovidrio nanoparticulado de fosfato cálcico embebido en fibra de 
ácido poliláctico. Modelo animal en rata” 

 
      b.  Responsable del projecte: Roberto Vélez Villa 
 

2. La Comissió d’Experimentació Animal, com a òrgan habilitat, en data 11.10.2017 va 
avaluar el projecte d’acord amb l’article 34 del Reial Decret 53/2013, d’1 de febrer, 
amb un informe Favorable.  
 

 
Fonaments de dret 
 

1. Llei 5/1995, de 21 de juny, de protecció dels animals utilitzats per a experimentació i 
per a altres finalitats científiques. 

 
2. El Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilització d’animals per a 

experimentació i per altres finalitats científiques. 
 

3. Directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu i del Consell de 22 de setembre de 
2010 relativa a la protecció dels animals utilitzats per a finalitats científiques. 

 
4. Reial Decret 53/2013, d’1 de febrer, pel qual s’estableixen les normes bàsiques 

aplicables per a la protecció dels animals utilitzats en experimentació i altres fins 
científics, incloent-hi la docència. 

 
5. Llei 6/2013, d'11 de juny, de modificació de la Llei 32/2007, de 7 de novembre, per a 

la cura dels animals, en la seva explotació, transport, experimentació i sacrifici.  
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